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OZET
Findik Zurufunun Metanolik Oziitiine Ait Biyolojik Etkinligin Arastiriimasi

Organizmada serbest radikallerin temzilenememesi veya antioksidanlarin yetersiz
kalmasi1 sonucunda basta kalp damar hastaliklari, diyabet, katarakt, sinir sistemi hastaliklar1
gibi birgok hastalik olugsmasina neden olmaktadir. Dogal antioksidanlar ise bitkilerde
bulunarak diyetle vucudumuza alinmaktadir. Findigin sert kabugunu saran ve harmanlama
isleminden sonra a¢iga ¢ikan findik zurufu atigi, hayvanlara altlik olarak kullanilmakla
birlikte yakilip bertaraf edilerek Onemli bir kismi degerlendirilmemektedir. Bu tez
caligmasinin amaci findik atiginin toplam fenolik igeriginin ve antioksidan 6zelliklerinin
belirlenmesidir. Calismada kullanilan findik zurufu Giresun ili Bulancak ilgesinden temin
edilmistir. Findik zurufunun metanolik o6ziitii hazirlanarak toplam polifenolik madde
miktar1 Singleton ve arkadaslarinin belirttigi, flavonoid madde miktar1 Salatino ve Wosiky,
FRAP aktivitesi Benzei ve Strain, CUPRAC aktivitesi Apak ve arkadaslari, indirgeme
potansiyeli aktivitesi Oyaizu metodu, DPPH radikali temizleme aktivitesi Cuendet ve
arkadaglarinin belirledigi metodlara gore spektrofotometrik olarak calisilmistir. Eritrosit
hicrelerinde hidrojen peroksit ile oksidatif stres olusturularak findik zurufu 6z0tu
ilavesiyle lipit peroksdasyonu engelleme kapasitesi Stock ve Dormandy metoduna gore
spektrofotometrik olarak c¢alisilmistir. Findik zurufunun TPFMM 128 mg GAE/g 6z(t,
TFMM 5.8 mg Kuersetin/g 6zut, FRAP aktivitesi 173 mg Trolaks/g 6zit, CUPRAC
aktivitesi 285 mg Troloks/g 6z(t, indirgeme potansiyeli aktivitesi 57 mg Askorbik asit/g
6zut, DPPH indirgenme potansiyeli 1Cso degeri 0.060 mg/mL olarak tespit edilmistir. MDA
dizeyi Uziim ¢ekirdegi (247 £ 29mg/g Hb) ve standart olarak kullandigimiz BHT (109 +
10mg/g Hb) ile karsilastirildiginda en fazla findik zurufunda (344 17mg/g Hb) tespit
edilmistir. Calismamizda elde etti§imiz sonuglara gore atik bir iirlin olmasimna ragmen
findik zurufunun oldukga yiiksek antioksidan 6zellige sahip oldugu ve hiicresel ortamda bu
etkisini korudugu soylenebilir. Endistiriyel olarak medikal ve kozmetik gibi farkli
amaclarda ve fonksiyonel olarak gida katki maddesi olarak degerlendirilebilecek degere

sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozcikler: Serbest radikal, Oksidatif Stres, Antioksidan, Findik zurufu, Eritrosit
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ABSTRACT
Investigationof The Biological Activity of Methanolic Extract of HazelnutHusk

Many diseases such as cardiovascular diseases, diabetes, cataracts and nervous
system diseases occur as a result of failure removing free radicals or lack of antioxidants in
the organism. The most important source of natural antioxidants are plants and taken into
our body with diet. The hazelnut slag waste (leafy cover) that is surrounding the hard shell
of it and by-product formed after blendingis used as an animal bad or burned, so an
important part of this waste is not evaluated accordingly. The aim of this thesis is to
determine the total phenolic content and antioxidant properties of hazelnut leafy cover. The
leafy cover of hazelnut used in the present study was obtained from Bulancak district of
Giresun province. The methanolic extract of hazelnut leafy cover was prepared and, the
total contents of polyphenolic and flavonoid were estimated by Singleaton, and Salatino
and Wosiky, respectively. Activities of FRAB, CUPRAC, reduction potential and DPPH
radical cleaning were spectrophotometrically determinated by Benzei and Strain, Apak,
Oyaizu and Cuendet methots, respectively. Oxidative damage, induced by exposure
of erythrocytes to H,O, was generated, and the capacitiy to prevent lipid peroxidation with
the addition of the extract was studied sepectrophotometrically according to Stockand
Dormandy method. The contens of TPFMM and TFMM of the methanolic extract were
128 mg GAE/ g extract and 5.8 mg Quercetin/g extract. Activities of FRAP, CUPRAC,
reduction potential and DPPH reduction (ICso) were 173 mg Trolox/g extract, 285 mg
Trolox/g extract, 57 mg ascorbic acid/g extract and 0.060 mg/mL, respectively. MDA
levels were found to be lower in the group with hazelnut leafy cover (344+79 mg/g Hb)
compared to the oxidative stres group (824+79 mg/g Hb). According to there sults in the
study, it can be considered that hazelnut leafy cover has a high antioxidant feature and
preserves this effect in the cellula rmicroenvironment although the it is a waste product.
Hazelnut leafy cover isbelieved to have the potential to be industrialistically evaluated as a

food additive for different purposes such as medical and cosmetic.

Keywords: Oxidative Stres, Antioxidant activity, hazelnut leafy cover waste, erythrocyte.
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya Saglik Orgiitiince (WHO) baharat ve tedavi etmek icin kullanilan bitkilerin
sayisinin dinyada 20.000 civarinda oldugu rapor edilmistir. Antik devirlerden bu yana
bitkiler gidalara koku, tat, renk verme ve ila¢ olarak kullanilmaktadir (Faydaoglu ve
Siirticiioglu, 2013). Ayrica bitkisel ¢ay, tatlandirict ve ¢esni seklinde besin takviyeleri
olarak beslenmede yararlanilmaktadir. Kozmetik ve parfumeride kullanilmasinin yaninda,
sanayinin farkli dallarinda bocek ilaglar1 ve parlatici olarak genis bir alanda
kullanilmaktadir. Bu amagla bitkilerin belirli miktarda hazirlanmis ve kurtulmus drog
denilen kisimlarindan (govde, yumru, kok, kok—sap veya odunsu yapi, kabuk, yaprak,
cicek, meyve, tohum ve herba) faydalanilmaktadir (Temel vd., 2018).

Ik ¢aglardan kalan arkeolojik bulgular insanlarin varolusundan bu yana bitkiler ile
iliskisinin basladigin1 gostermektedir. Insanlar deneme ve yamlma ile sifali olarak
adledtikleri bircok bitkiyi hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla kullanmislardir. Oziitler
hazirlanarak bitkilerin ilag olarak kullamilmasi, Cin’de M.O. 2700’ lere kadar uzandig
diistiniilmektedir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2013). Bitkilerin kullanilmasina yonelik ilk
yazili kayitlar ise yapilan kazilar sonucunda Eski Misir’da bulundugu kabul edilmektedir.
Misir’da M.O. 2500’lerde 6lilerin mumyalanmas: islemlerinde nane ve gesitli bitkilerin
kullanildigi ve bu bitkilerden temin edilen ozltlerin cesetlere muamele edilmesi ve
uygulanan diger yontemlerle yilizyillarca bozulmadan saklanabilmesinin miimkiin oldugu

goriilmiistiir (Basoglu, 1982).

Gelisen ve ilerleyen teknoloji, radyasyon, agir metaller, ¢evre kirliligi, tarim
ilaglar1, kontamine sular ve canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi gibi bircok etken
insan viicudunda serbest radikallerin olusmasina Sebep olmaktadir (Kasnak ve
Palamutoglu, 2015). Serbest radikaller hiicrelerin membranina, hiicre yapisinda bulunan
lipitlere, proteinlere, nukleik asitlere ve DNA’ya zarar vermekte ve bu zararlar neticesinde
kanser, kroner kalp hastaliklari, karaciger tahribat1 ve diyabet, gibi bircok hastaliga neden
olmaktadirlar (Velioglu, 2000). Serbest radikallerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak
ve bunlara bagl hastaliklarin olusmasini1 engelleyebilmek icin vicuttaki antioksidan sistem
devreye girmektedir (Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Serbest radikaller ve antioksidanlarin
diizeyleri arasinda bir denge mevcuttur ve bu dengenin radikaller lehine bozuldugu
durumlarda, viicutta oksidanlarin miktar1 artarak oksidatif stres adi verilen hiicre hasarinin

yani sira birgok patolojik durum meydana gelmektedir (Biiyiikoglu ve Aslan, 2018). Dogal



besinlerden aliman antioksidanlar; serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonlari
Onleyen, serbest radikalleri stabilize eden ve yakalayan molekilerdir (Elliot, 1999).
Bitkilerin dogal antioksidan o6zellikleri yapilarindaki baz1 kimyasal bilesiklerden
kaynaklanmakta ve bu bilesikler arasinda C ve E vitaminleri, aminoasitler, karotenoidler,
organik asitler, flavonoidler, fenolik bilesikler, melanoidinler, siilfitler, ligninler, fitatlar,
kumarinler, terpenler, indoller, glukonatlar, izotiyosiyanatlar, fitalidler sayilabilmektedir
(Velioglu, 2000).

Tiirkiye cografi konumu, iklim ve bitki Ortust cesitliligi, tarimsal potansiyeli, genis
yuz Ol¢limiine sahip olmas1 sebebiyle tibbi ve aromatik bitkiler yaninda ekonomik degere

sahip bitkiler a¢isindan da 6ne ¢ikan tlkelerden biridir (Bayram vd., 2010).

Dinyada 2017 yih itibariyle, 672 bin hektar alanda 1 milyon ton findik iiretimi s6z
konusudur. Diinyanin en biiyiik findik iireticisi konumunda olan Tiirkiye, diinya {iretim
alanimin %65.3’line, iiretim miktarinin ise %67.1’ine sahiptir. Diinya findik iiretiminde
Tiirkiye’yi Italya (%13.1), Azerbaycan (%4.3) ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
(%2.9) izlerken, geriye kalan %12.6’lik pay diger iilkelere aittir. Tiirkiye’de findik tarimu,
ilk olarak Dogu Karadeniz bélgesindeki Ordu, Giresun ve Trabzon illerinde baglamis, daha
sonra Bati Karadeniz ve Marmara bolgelerindeki illere yayilmistir. Tiirkiye’de findik
yetistiriciligi, TUIK, 2019 verilerine gére 2017 yili itibariyle 33 il ve 502 bin isletmede
yapilmaktadir (Topuz vd., 2019).

Karadeniz Bolgesi, findik yetistirmede hasat ve harman islemlerinden sonra geriye
kalan findik atik/artiklarindan dolayr 6nemli bir potansiyele sahiptir. Kabuklu findigin
harmanlama isleminden sonra agiga ¢ikan findigin sert kabugunu saran findik zurufu
atigmin bir miktari, kdylerde hayvanlarin altina serilerek kullanilmakta ancak, énemli bir
kismi  ¢ogunlukla rastgele yakilip bertaraf edilerek herhangi bir gsekilde
degerlendirilmemektedir (Demirel ve Girdil, 2017). Bu tez ¢alismasinin amaci, Giresun
yoresinden temin edilen findik zurufu atiginin toplam fenolik madde miktari, flavonoid
miktari, diger yontemlerle antioksidan kapasitesinin belirlenmesi ve hicresel ortamda
olusturulan oksidatif stresin findik zurufuna ait 6ziitlerde hiicrede meydana getirdigi etkiyi
incelemektir. Yapilan literatiir arastirmalarinda findik zurufu atigi ile ilgili, flavonoid
miktar:, FRAP, CUPRAC aktivitesi ve hiicresel ortamda olusturulan oksidatif stres izerine
etkileri ile ilgili bir ¢aligmaya rastlanmadigindan bu tez calismasinin 6zgUnliikk degeri

oldugu diistiniilmektedir.



2.GENEL BIiLGIiLER
2.1. Findik Tanimi

Findik sozciigii; Antik Cagda Karadeniz'in adi olan "Pont EXinus'tan tlretilen
"pontik" sdzciigiinden meydana gelmistir. Pontos kiyillarindan getirildigi icin, findiga
"Pontos cevizi" denildigini kaydedilmistir. Turklerin orta asya’da oldugu devirde findiga
“’kosik’ ya da “’kosuk’’, bati Tirklerin zamaninda ‘’getleviik’’, Anadolu Tdurkleri
zamaninda ise Arap etkisi ile “’bunduk’’ denilmis ve bu sozciik zamanla degiserek
“findik”’ seklinde adlandirilmistir (Tarim ve Orman, 2020). Tiirkge sozliikte “’findik:1.
Kaymgillerden, kuzey yarim kiirenin 1lik yerlerinde ve yurdumuzun genellikle Dogu
Karadeniz bolgesinde yetisen, boyu 6-7 m, yayin tepeli bir agagcik (Corylus avellana); 2.
Bu agaggigin sert bir kabuk icinde bulunan yagh, nisastali {iriinii’’ seklinde

tanimlanmaktadir (Bulut,2018).
2.1.1. Ekolojik kosullar:

Findik bitkisi, sacak kok yapisina sahip bir kiiltiir bitkisi olup, ¢ok derinlere kok
salamaz (en fazla 70-80 cm). Toprak seciciligi pek olmamasina ragmen humus orani
yuksek derinligi fazla olan topraklara daha iyi adepte olmaktadir. Ayrica kum oranm fazla
killi taban arazilerde verimli tretim yapilamamaktadir. Findik bitkisi, *’1liman iklim
bolgelerinin bodur kalmig bir agacidir’” diye tanimlanmaktadir. TUrkiye’de kilture alinmis
cesitleri, yaklasik 3 ila 5 m. italya, Ispanya ve ABD gibi iilkelerde yetistirilen cesitleri ise 6
ila 8 m. boylanabilen kiiclik agag¢iklar olarak dikkat ¢cekmektedir. Anayurdu Karadeniz
bolge kiy1 kesimi, Makedonya ve Trakya g¢evreleri olan Tiirk findig1 corylus avellana L.
tiiri 20 ila 22 m. kadar biiyliyebilen bir aga¢ seklinde goriilmektedir. Bu sekildeki findik
bitkileri Altindere Ulusal parki (Trabzon-Macka) i¢inde korunmaya alinmislardir. Iklim
kosullar1 bakimindan, 1liman ve nemli bdlgelere ¢ok iyi adepte olmasinin yani sira yagis
rejiminin diizenli olmasi gerekmektedir. Rekolteve randimani biiyiik 6l¢lide ge¢ don
faktorii ve kurak yaz kosullart diistirmekle beraber karasal iklim boélgelerinde findik

bahgelerine rastlanmamaktadir.

Ulkemizde %86.6 karadeniz, %13.1 Marmara, %0.3 Akdeniz-Dogu Anadolu-
Gilineydogu Anadolu bolgesinde yetismektedir (Doganay, 2012). Karadeniz bolgesinde
ozellikle Ordu, Giresun ve Trabzon sehirleri findigin merkezini olusturmaktadir. 23 Subat
1924’ tarihine ait bir “’Findik raporu’’ yaymlamis ve bu rapordan findikla ilgili halk

arasinda bir slogan ¢ikmistir. Bu slogan “’Findigin baskenti Giresun, saray1 Bulancak, tahti

3



Ayvasil’dir seklindedir (Bulut, 2018). K1y1 kisimlarda temmuz ayinin sonuna dogru yiiksek
yerlerde ise agustos aymin ikinci haftasinda dalindan toplanacak olgunluga erismektedir
(Doganay, 2012).

2.1.2. Findik zurufu

Findik zurufu, olgunlagsma doneminde tek pargali boru seklinde yesil renkli agag
tizerinde findik meyvesini saran koruyucu yapraktir. Findigin tiir ¢esitliligine gore meyveyi
kismen veya tamamen kaplar. Ucu ¢ok dilimli veya az dilimli olarak degiskenlik gosterir
seklinde tanimlanmistir (Resim 1) (Giresun ziraat odasi, 2015). Baska bir ifade sekli
olarak; Findik zurufu, *’ kabuklu findigin harmanlanma islemi bittikten sonra ortaya ¢ikan

findigin sert dig kabugunu saran bir yan trinudir’” seklinde de tanimlanmaktadir.

Resim 1. Findik Zurufu

Kabuklu findigin toplamda iiretilen kismmin 1/3’i findik zurufu atigi olarak ortaya
cikmakta ve tlilkemizde her yil kuru bazda findik iiretimine bagli olarak yaklasik olarak 200
bin ton findik zurufu atig1 olusmaktadir (Resim 2) (Bilgin vd., 2015). Findik zurufunun bir
kism1 hayvanlarin altina koy yerlerinde serilerek kullanilmakta ancak, 6nemli bir miktar
herhangi bir sekilde degerlendirilme yontemine gidilmeyip ekseriyetle rastgele yakilarak
bertaraf edilmektedir (Demirel ve Giirdil, 2018). Ayrica findik zurufu ‘’kompost’
yapilarak findik ve sebze bahgelerimizde dogal giibre olarak kullanilabilmektedir (Tarim

ve orman, 2020).



Resim 2. Kurutulmus findik zurufu ve findik zurufu atigi

Kacar&Katkat (1998), findik zurufunun, pH ve tuzluluk bakimindan da uygun
degerlere sahip oldugunu, kapsadigi besin elementleri bakimindan ise, azot siir degerler
icerisinde yetersiz miktara sahipken, fosfor, potasyum ve mikro elementler fazla ve yeter

degerlere sahip énemli bir atik olarak degerlendirilmislerdir (Ozeng ve Sahin, 2018).
2.1.3. Findik zurufunda bulunan fenolik asitler

Alasalvar ve ark.’larinin 2006 yilinda Shahidi ve ark.’larmin 2007 yilinda yapmis
olduklart HPLC ¢alismasinda, findik zurufunun igerdigi fenolik asit icerikleri serbest ve
esterlesmis formlar1 ¢alisilmistir. Bu fenolik asitlerden gallik asit, ferulik asit, kafeik asit,
p-kumarik asit, sinapik asit degerleri saptanmistir. Ayrica tannik asit miktarlar1 da
belirlenmistir (Alasalvar vd., 2006; Shahidi vd., 2007).

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan
atom veya molekiiller yapilardir (Halliwell ve Gutteridge, 1985). Eslesmemis elektron
bulundurmalarindan dolayr serbest radikaller oldukg¢a reaktif ve kararsizdir. Son
yorungelerindeki eksik olan elektronu tamamlayabilmek i¢in baska bir radikalle veya
radikal olmayan bir ajanla kolaylikla reaksiyona girebilirler. Elektronlarini eslesmis
(ciftler) halde bulunduran atom veya molekdller ise kararli yapiya sahip olduklarindan
dolayr diger maddelerle serbest radikaller kadar kolay reaksiyona girmezler. Bu maddeler
de nonradikaller olarak tanimlanir (Karabulut ve Gulay, 2016). Serbest radikaller

elektiriksel yuk olarak negatif yuklu, pozitif yikli veya notral olabilirler.



Serbest radikaller reaktif oksijen turleri (ROT), reaktif azot tlrleri (RAT), reaktif
kakart tirleri (RST), reaktif klor tirleri (RKT) olarak siniflandirilmakla birlikte biyolojik
sistemlerde en 6nemli olan oksijen kaynakli serbest radikallerdir (Halliwell ve Gutteridge,
2007). ROT ve RAT nonradikal reaktif tlrlere kolay bir sekilde doniisebilir (Tablo 1).

Radikal olmayanlar ayrica “’oksidanlar’’ olarakta adlandirilir (Sen vd., 2010).

Tablo 1. ROT ve RAT’larda radikal ve radikal olmayan gruplar (Karabulut ve Giilay,

2016)

Radikal Turleri

Radikal Olmayan Turler

Reaktif Oksijen Turler (ROT)

Radikal Olmayan Oksijen Turleri

v' Oz (Superoksit)
OH' (Hidroksil)
ROO’ (Peroksil)
RO’ (Alkoksil)
HO. (Hidroperoksil)
v" LOO' (Lipitperoksil)

SSERNEE NN

v

SR NEE NN

H>O> (Hidrojen Peroksit)
10, (Singlet Oksijen)

O3 (Ozon)

HOCI (Hipoklordz asit)
HOBr (Hipobromoz asit)

Reaktif Azot Turler (RAT)

Radikal Olmayan Azot Turleri

v" NO' (Nitrik oksit)
v" NO2 (Azot dioksit)

v

NN N N N NN

HNO> (Nitrik asit)

NO: (Azotdioksit)

NOOO" (Peroksinitrit)

NO™ (Nitroksil katyonu)
NO" (Nitroksil anyonu)

N204 (Diazottetroksid)
N20Os3 (Diazottriksid)
ONOOH (Peroksinitrik asit)
NO,* (Nitronyumkatyonu)
NO2CI (Nitrilklorid)
ROONO (Alkil peroksinitrit)

Serbest radikaller baslica 3 temel mekanizma ile meydana gelmektedir.

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan birisinin

kalarak homolitik bdlinmesi



XY > Xe+Ye

2. Normal bir molekiiliin bir elektronun kaybi1 veya bir molekiiliin heterolitik boliinmesi.

(Heterolitik bélinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron, atomlarin birinde kalir).
A-e— Aet+e

3. Tek bir elektronun normal bir molekule eklenmesi
A+e — A"

Meydana gelen bu radikaller membran lipitlerini, hiicre ici proteinleri ve nikleik
asitleri etkileyerek bu molekillerin yap1 ve fonksiyonlarin1 bozarak hiicresel hasar
meydana getirirler. En fazla elektron transferi sonucunda biyolojik sistemlerde serbest
radikaller meydana gelmektedir (Ozcan vd., 2015; Meral vd., 2012).

2.2.1. Serbest Oksijen Radikalleri (SOR)

SOR, serbest radikallerin dis orbital yoriingesinde eslenmemis bir elektron ile bir
oksijen atomu bulunmasi ile olusur. Oksijen molekulliiniin indirgenmesi ya da oksijene
iyonize radyosyonun etki etmesiyle de meydana gelmektedir. Bu radikallerden en fazla

O6nem arz edenleri stiperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri, hidrojen peroksittir (Sekil 1).

&\ iy T  \q
0, — 0O, __"—.‘ H,0, —»0OH+ OH — 2H,0
2H7 vy 1Y
hv
]'O'J

Sekil 1. Serbest oksijen radikalleri (Ekici ve Sagdig, 2008)

Singlet oksijen (*02), molekiler oksijenin (O2) yiiksek enerji ile uyarilmasi
neticesinde elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin tersi yoniinde baska bir
orbitalle yer degistirmesiyle olusmaktadir. Singlet oksijen, stiperoksit radikalinin H.O2’nin
hipoklorit (CIO") ile reaksiyonu ve nitrik oksit (NO) ile reaksiyonu sonucunda da olusabilir
(Caylak, 2011).



Superoksit radikali (O2™), molekuler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile
olusan ylksek derecede reaktif olmayan bir radikaldir. En 6nemli yoni vicutta H20-
olusturmasi1 ve gec¢is metalleri iyonlarinin indirgenmesinden sorumlu olmasidir.
Cogunlukla siiperoksit olusumu hiicrenin mitokondrisi i¢inde ger¢eklesmektedir. Solunum
sirasinda mitokondride zincir reaksiyonlarindan kagan bazi elektronlar direk oksijenle

reaksiyona girerek siiperoksit radikaline neden olmaktadir (Valko vd., 2007).
Oxte—» O2"
Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu ile superoksit radikali meydana
gelmektedir (Ozcan vd., 2015).
Fe'? + 0, —» Fe™+ Oy~
Cu*! + O, —» Cu*? +0"~
Hidrojen peroksit (H202), superoksit radikaline (O2) bir elektron ilavesiyle ya da
O>’ye iki elektron eklenmesi ile meydana gelmektedir (Flora, 2007).
O +e +2H"—>» H.0-
Oz + 2e" + 2H"—> H20»

Hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecen, uzun Omiirli bir oksidandir
(Adam ve Yigitoglu, 2012). Biyolojik sistemlerde stperoksitden siperoksit dismutaz
enziminin kataliziyle de hidrojen peroksit sentez edilebilir.

0"+ 2e" + 2H* — H,0,

H20, serbest radikal olmadigi halde serbest radikal olusumda rol aldigindan reaktif
oksijen turleri arasinda gosterilmektedir. Ctnkl hidrojen peroksit, stiperoksit radikallerinin

ve gegis metallerinin varliginda hidroksil radikalini olusturur (Aslankog vd., 2019).

Hidroksil radikali (HO"), son derecede reaktif radikallerdir. Yarilanma omrii

10%n’dir ve olustugu yerde biiyiik hasara neden olmaktadir (Valko vd., 2007). Hidroksil

radikali, Fe*? ve cu’ veya diger gegis elementleri (Co, Zn, Mn, Cr) olmasi durumunda
fenton reaksiyonuyla hidrojen peroksiti indirgenerek hidroksil radikaline (OH") doéniismesi
sonucunda olugmaktadir. Ayrica H>O, stiperoksit radikaliyle reaksiyon vererek hidroksil
radikali olusturmaktadir. Bu reaksiyona Haber-Weiss reaksiyonu denir.



Fe™+ 0 —Fe*? +0;
Fenton Reaksiyonu: Fe*2 + H,0,—Fe*™3 +OH" + OH~
Haber-Weiss reaksiyonu: Oz + H,0,—0, + OH*+ OH~

Yiiksek enerjili iyonlastirict radyasyona suyun maruz kalmasiyla da hidroksil

radikali olusmaktadir (Caylak, 2011).

X veya Gama Isini

HO ——» H+OH°

2.2.2. Reaktif Azot Turleri (RAT)

RAT tirleri arasinda en 6nemlisi olarak nitrik oksit (NO) gosterilmektedir. NO
memeli hlcrelerinde néron, endotel (damar i¢ yiiz(), makrofaj gibi farkli hiicrelerde nitrik
oksit sentaz enzimi aktivitesine bagili olarak oksijen varliginda L-argininden meydana
gelmektedir. NO radikalleri son derece reaktiftirler ve hizlaca reaksiyona girerek nitrit,
nitrat ile en dnemlisi olan peroksinitrit anyonunu (ONOQO") olusturururlar. Peroksinitrit
anyonunu fizyolojik pH’da azot dioksit ve hidroksil benzeri radikaller olusturarak lipit
peroksidasyonuna ve damar hasarlarina neden olurlar. Bunun sonucunda da kalp-damar
hastaliklar1 meydana gelmektedir. NO, kan damarlarin1 genisletirken trombosit
kiimelenmesini engelleyerek damar daralmasini Onlemekte ve biyoaktivitesinin azaldigi
durumlarda ise damarlarda tikaniklik meydana geldigi belirtilmektedir. Ayrica NO’nun
beyinde de noérodejeneratif hasara neden oldugu belirtilmektedir. Az miktarda salinan NO
radikali 6zellikle bagisiklik, kan basinci diizenleme, noron sinyal doniisiimii gibi olaylarda
olumlu etkileri gozlenen bir radikaldir (Ekici ve Sagdig, 2008; Biiyiikuslu ve Yigitbasi,
2015).

2.3. Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikaller hiucrelerde, endojen ve ekzojen kaynakli faktorlere bagl olarak
meydana gelebilmektedir (Meral vd., 2012). Hire icindeki serbest radikallerin kaynaklari
Tablo 2’de belirtilmistir.



Tablo 2. Hucreler igindeki serbest radikal kaynaklari

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar
v Mitokondiyal elektron transport zinciri v Kimyasallar
e Parakuat,
v' Lipit peroksidasyonu e dikuat,
e alloksan,
v’ Oksidan enzimler o doksorubisin gibi

e ksantinoksidaz,

e indolamindioksijenaz, v' Tlag oksidasyonlar1 (parasetomol, CCls
e triptofandioksienaz, gibi)
e galaktozoksidaz,
e siklooksijenaz, v' lyonize radyasyon
¢ lipooksijenaz,
e monoaminoksidaz v' Hava kirliligi
e Sigara dumani,
v" Faositik hicreler e egzoz gazlarn,
e eozinofiller, e 0zOn,
e notrofiller, e kukurt dioksit
e monositler ve makrofajlar,
¢ endotel hiicreleri >  Glutatyonu okside eden maddeler

v' Oto-oksidasyonreaksiyonlari
(epinefrin, Fe*? gibi)

2.4. Serbest Radikallerin Biyolojik Etkileri

Serbest radikallerin yiiksek konsantrasyonlar da yani asir1 artis1 ve/veya antioksidan
sistemini yetersiz kalmasi durumunda hiicrelerdeki membran lipitlerine, proteinlere,
nikleik asitlere, karbohidratlara ve enzimlerin yapilarinda ve aktivitelerinde bozulmalara
neden olmaktadir (Sekil 2) (Kavas, 1989). Serbest radikallerle uyarilan oksidatif stresin,
Parkinson, Alzheimer, immin sistem bozukluklari, diyabet, kanser, kardiyovaskiiler
bozukluklar ve kanser gibi yilizden fazla hastaligin olusumuna neden oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasarin ilerleyici
olmasi, yaslanma ve yaslanmaya bagli dejeneratif hastaliklarin (katarakt, ateroskleroz)
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Aslankog vd., 2019).
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Mitokondrial
hasar

Sekil 2. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Meral vd., 2012)

2.4.1. Lipitlere etkileri

Baglica O2", HO" ve peroksil radikali gibi serbest radikallerin lipitler tzerine en
onemli etkileri lipit peroksidasyonunu uyarmasidir. Lipit peroksidasyonu serbest
radikallerin baslattg1 ve hlcre mebranlarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidasyona ugramasina neden olan kimyasal bir olaydir (Gurdil, 2015). Membran
yapisinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerindeki (LH) a-metilen gruplarindan bir H
atomunun koparilmasi ile baslar. Yag asidinde bulunan ¢ift bag, kendisine bitisik karbon
ile hidrojen arasindaki bagi zayiflattigindan dolay1 hidrojenin koparilmasi kolaylasmis
olur. Yag asidi zincirinin karbon atomu iizerinde ortaklanmamig bir elektron kalmasi
sonucu zincir bir lipid radikali (L") o6zelligi kazanir. Olusan bu kararsiz lipit radikali
molekdl ic¢i bir duzenlenme ile (gift bag pozisyonlarinda degisiklik yaparak) daha kararl
olan konjugedien yapis1 meydana gelir. Konjugedienin molekiiler oksijenle birlesmesi
lipitperoksil radikallerini (LOQO") olusturur. Bu lipitperoksil radikalleri membranlarda yer
alan diger ¢oklu doymamis yag asitlerinden hidrojen atomlarini ¢ikararak yeni lipit
radikallerinin olusumuna neden olur. Kendisi de a¢iga ¢ikan hidrojen atomlarini alarak
lipithidroperoksitlere (LOOH) doéniisiir. Boylelikle olay zincirleme reaksiyonlara
doniiserek devam eder (Sekil 4). Sonugta sekonder ve son drinler olan malondialdehit
(MDA), 4-Hidroksinonenal, hegzenal isimli aldehitler ile hidrokarbon gazlar1 (pentan etan,
gibi) agiga ¢ikar (Sekil 3). Lipit peroksidasyonu ortamda bulunan antioksidan ve molekuler

oksijen miktarina bagl olarak sonlanabilirken, H2O2, singlet oksijen ve gegis metal iyonlari
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( Fe, Cu gibi) varliginda ise hizlanabilir (Horton ve Fairhurst, 1987; Devasagayam vd.,
2003; Gurdil, 2015).

H+
RH —<2—>3 R* Karbon merkezli

Doymamis yag asiti radikal
(PUFA) §
Konjugedienler
l/ 02
ROO* Lipidperoksil radikali
ROOH Lipidhidroperoksit
Hegzenal Rl N > 4-Hidroksinonenal (HNE)

Malondialdehit
(MDA)

Sekil 3. Reaktif oksijen tiirlerine bagl olusan lipit peroksidasyon trtnleri (Ozcan vd.,
2015)

Lipit peroksidasyonu ortamda zincir kirict bir antioksidan yoklugunda biyolojik
zarda hasarlar olusturmaktadir. Meydana gelen hasarlardan dolay1 zar akiskanliginda
bozulmalar, zar potansiyelinde azalma, zar yapisinin hidrojen ve diger iyonlara karsi
gecirgenliginde artisa neden olarak, zarlarin riiptiire olmasina ve organel igeriginin
sitoplazmaya gec¢is yapmasma neden olmakta buda hiicrenin hasara ugramasina veya
6lumiine neden olmaktadir (Ozcan vd., 2015).

Lipit peroksidasyonunun zincir asamasinda meydana gelen lipithidroperoksitler son
derece dayaniksizdir; 6zellikle yapisal bozulmalara zincirde agilmalar seklinde ugrayarak,
ketonlar, aldehidler, alkanlar, alkenler, karboksilikasitler ve polimerizasyon Urlnleri gibi
cesitli metabolitlere dontstirler. Lipit peroksidasyonu sonucu meydana gelen son
triinlerden biri olan MDA, ii¢ veya daha fazla ¢ift baga sahip yag asitlerinin
peroksidasyonu ile meydana gelmektedir (Yarsan, 1998). MDA zar komponentlerinin
capraz baglanmasina ve polimerizasyonuna neden olmakta ve buda, iyon transportunu,
enzimatik aktiviteyi, hiicre yiizey determinantlarinin agregasyon durumlarini ve intrensik
membran Ozelliklerini degistirmektedir. Bu yiuzden, hiicresel hasarin derecesini 6lgmek

icin MDA yaygin olarak kullanilmaktadir (Sezer ve Keskin, 2014).
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R COOH
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LOOH
Uhnsatnmed lipdd vadical (Ls)

Lipid

hydroperox ides

s

R COOH

b LH

Peroxyl radicals {LOW «)

Malomdinldelyyde (MDA A-liy droxy-2-nonenal (HNE)

Sekil 4. Lipid Peroksidasyonu Semas1 (Barrera vd., 2018).

2.4.2. Karbohidratlara etkileri

Karbohidratlar hidroksil gibi serbest radikallerle reaksiyona girerek karbon
atomlarindan birinden bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon merkezli radikal meydana
getiriebilirler. Bu radikallerde 6nemli molekdller de zincir kirilmalarina (hyaluronik asit

gibi) neden olur (Karabulut ve Giilay, 2016).
2.4.3. Proteinlere etkileri

Proteinler serbest radikal hasarindan direkt etkilenmekte ve bu etkilenme derecesini
belirleyende aminoasit igerigidir. Doymamis bag ve sulfiir iceren (triptofan, fenilalanin,
histidin, sistein gibi) aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolay bir sekilde
etkilenerek ozellikle siilfiir radikalleri ve karbon merkezli organik radikaller olusmaktadir
(Biiyiikkoglu ve Aslan, 2018). Protein oksidasyonuna neden olan ana meknizmanin,
hidroksil radikalinin etki etmesi sonucunda polipeptid omurgasinda yer alan aminoasitlerin
a-karbon atomlarindan, hidrojen atomunun ¢ikmasiyla basladigi ve boylece hiicrede

onemli fonksiyona sahip enzimlerde bozulmalar ortaya ¢iktigir saptanmistir (Meral vd.,
2012).

2.4.4. DNA’ya etkileri

DNA ile serbest radikaller reaksiyona girerek oksidatif hasara yol acar. Hidroksil

radikali DNA bazlar1 ve deoksiriboz ile kolayca reaksiyona girerek hasara neden
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olmaktadir. DNA baz hasar1 igerisinde en ¢ok bilineni 8-OHdG (8-hidroksi 2’-
deoksiguanozin)’dir. Bu baz hidroksi radikalinin DNA’daki guanin bazinin ya da guanozin
niikleozitinin C8 pozisyonuna saldirmasi ile olusmaktadir. DNA’da meydana gelen
hasarlar onarilmalarina ragmen bazi durumlarda onarilamamakta ve hiicrelerde yaslanma,

mutasyon ve hicre 6liminin meydana gelmektedir (Biiyiikoglu ve Aslan, 2018).

2.5. Oksidatif Stres

Oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin oksidan sistem Iehine
bozulup potansiyel olarak hasara yol agmasi1 “’oksidatif stres’’ olarak adlandirilmaktadir
(Stes, 1997). Yani oksidatif stres, hiicresel metabolizma sirasinda olusan serbest oksijen
radikalleri ile bu radikallerin zararlarin1 ortadan kaldiran, antioksidanlarin yetersizligi
sonucunda oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanir (Sekil 5). Oksidatif stresin
artmasindan dolay1 hiicrede artan serbest oksijen radikalleri, hiicre ici lipit ve protein
yapilarinin ¢ift bag igeren gruplarina ve DNA’daki bazlarin ¢ift baglarina saldirarak bir
hidrojen atomu koparip zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini baslatirlar. Bu
reaksiyonlarin sonucunda da hiicre i¢i protein, lipit ve DNA gibi molekiiller hasar

gormekte ve hiicre hasar: veya 6limi meydana gelmektedir (Ozcan vd., 2015).

Oksidatif denge Yaglanma
inflamasyon

Yiiksek Oz basinci
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
iskemi-repefiizyon

ﬂ:.]_t_ioksida n fa r

S
€rbest Radikaﬂer

e

Oksidatif hasar

Mo S
LT

ey Ny : -

Membran lipidleri  Proteinler Niikleik asitler

Sekil 5. Oksidatif Denge (Ozcan vd., 2015)
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2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, Halliwell ve Gutteridge’nin (1989)’daki tanimina gore okside

edilebilir bir maddeye (substrat) kiyasla diisiik konsantrasyonlar da bile substratin

oksidasyonunu onemli 6lglde geciktiren veya inhibe eden maddelerdir (Sies, 1997).

Canli hiicrelerde serbest radikaller tarafindan okside olabilecek lipit, protein,

karbohidrat ve DNA gibi maddelerin oksidasyonunu 6nleyen antioksidan maddelerin

gerceklestirdigi olaya antioksidan savunma denir. Oksidan molekdllerin belirli bir

diizeye kadar artmasi yine belirli bir diizeyde viicutta bulunan dogal antioksidanlar

tarafindan etkisizlestirilmektedir. (Kasapcopur Ozel ve Birdane, 2014).

Antioksidanlar etkilerini bir veya birden fazla mekanizmay: kullanarak

gosterebilirler.

1.

Toplayict etksi: Serbest oksijen radikallerini daha zayif molekiillere ¢evirerek
veya tutarak etki gosterirler. Bu sekilde antioksidan enzimler islev goriirler.
Baskilama etkisi: Serbest oksijen radikallerine bir hidrojen atomu ekleyerek
inaktif hale donistiirerek veya aktivitelerini azaltarak etki gosterirler.
Vitaminler ve flavonoidler bu 6zelliktedir.

Zincir kirma etkisi: Zincirleme devam eden reaksiyonlari belli agamalarda
kirarak etki gosterirler. Mineraller, hemoglobin ve seruloplazmin zincir kirici
etki gosterirler.

Onarma etkisi: Serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 onarici etkiye
sahiptirler.

Hcresel kinaz kayiplarini 6nleme: Oksidasyon reaksiyonlarini durdururlar.
Enzimatik etki: SOD gibi antioksidan enzimler ile enzimatik olmayan
antioksidanlarin sentezini arttirarak etkilerini gosterirler (Aydemir ve Karadag

Sar1, 2009).

Antioksidanlar endojen kaynakli ve eksojen kaynakli olmak iizere iki grupta

smiflandirilmaktadir. Bu siniflandirilma Tablo 3’ te verilmistir.
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Tablo 3. Endojen ve Eksojen kaynakli antioksidanlarin siniflandirilmasi

Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik olmayan Antioksidanlar

» Siperoksitdismutaz (SOD) » Melatonin
» Katalaz (CAT) » Seruloplazmin
» Glutatyon S- transferaz (GST) » Transferrin
» Glutatyonperoksidaz (GSH-Px) » Ferritin
» Hidroperoksidaz » Bilirubin
» Mitokondriyal sitokrom oksidaz » Glutatyon
sistemi > Urik asit
» Alblmin
» Hemoglobin
Ekzojen Kaynakl Antioksidanlar
Dogal Antioksidanlar Sentetik antioksidanlar
» Vitamin A (B-karoten) » Biitilehidroksitoluen (BHT)
» Vitamin C (Askorbik asit) » Biitilehidroksianizol (BHA)
» Vitamin E (o- Tokoferol) » Galik asit turevleri
» Karotenoidler » Propilgalat
» Polifenolik Bilesikler » Sodyum benzoat
» Minareller

flac olarak kullamilan antioksidanlar

» Ksantinoksidaz inhibitorleri

» NADPH oksidaz inhibitorleri

» Barbitlratlar

» Demir selatorleri

» Demir redoks dongusu inhibitorleri
(desferroksamin)

» Trolox-C (vitamin Eanalogu)

2.6.1. Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan (nonenzimatik) antioksidanlar

olarak ikiye ayrilir (Aydemir ve Karadag Sari., 2009).

2.6.1.1. Baz1 enzimatik antioksidanlar
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Superoksit Dismutaz (SOD), superoksit anyon radikaline karsi en Onemli
enzimatik antioksidandir. Superoksit radikalini molekiler oksijene ve hidrojen peroksite

katalizleyen enzimdir (Zelko vd., 2002).
SoD

2020+ 2H" — H202 + O

Ug cesit SOD formu insanlarda bulunmaktadir. Ilki hemen hemen tiim memelilerin
sitozolde bulunan aktif bolesinde bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren siiperoksit dismutaz
(Cu/Zn-SOD) yaklasik 32 kDa molekiil agirligindadir. Ikincisi mitokondride yer alan aktif
bolgesinde manganez (Mn) atomu igeren dort protein alt biriminden olusan
suiperoksitdismutaz (Mn-SOD) 40 kDa molekiil agirhgindadir. Ugiinciisii ekstraselliiler
hiicre dis1 sivilarda bulunan bakir igeren superoksitdismutaz (Cu-SOD) dir. (Young ve
Woodside, 2001).

Katalaz (CAT), koloroplasta bulunmayan mitokondri ve peroksizomlarda lokalize
olan hidrojen peroksiti su ve Oz ‘ye doniistiirerek etki gosteren antioksidan bir enzimdir
(Singh vd., 2009). Her biri prostetik hem grubuna sahip 4 alt birimden olusan NADPH
molekill tasiyan bir proteindir. Sitozolde ¢o6ziinmiis sekild eritrositlerde yiksek
konsantrasyonlar da karacigerde yogun olarak ve vicuttaki gesitli doku ve organlarda
bulunmaktadir (Young ve Woodside, 2001).

CAT
2H2,0; —»2H,0 + O

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px), her bir alt birimi prostetik selenyum tasiyan ve 4
alt birimden olusan sitozolik bir enzimdir. Hidrojen peroksitin neden oldugu oksidatif
hasara karsi hiicreleri koruyucu etki gostererek H2O2’den hidroksil radikali olusmasini
engeller (Karabulut ve Giilay, 2016). Glutatyon peroksidaz elektron kaynagi olarak
glutatyonu (GSH) kullanarak glutatyonu yikseltgerken, H202’ yi suya indirgeyerek hem
H.0.'yi hemde organik hidroperoksitleri (lipit peroksitleri, DNA hidroperoksitleri)
metabolize eder. Glutatyon peroksidazin iki ana tipi vardir. Aktivitesi icin selenyuma
ihtiya¢c duyan formu H.O> ve organik hidroperoksitleri selenyum icermeyen formu ise

sadece organik hidroperoksitleri metobolize eder (Gurdol, 2015).

Hx02+2 GSH ~ GSHPx GSSG + 2H20
ROOH +2GSH ©%HP  GSSG + ROH + H20
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Glutatyon Rediktaz (GR), yiikseltgenmis glutatyonu indirgenmis forma geviren
reaksiyonu katalizleyen bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz enzimi 2 alt birimden olusmus bir
dimerdir. Her bir alt birim 3 tane yapisal alan igerir. Bunlar FAD baglayan alan, NADPH
baglayan alan ve ara yiliz alan seklindedir (Memisogullari, 2005). Hicre i¢i glutatyon
(GSH) seviyelerinin korunmasini glutatyon rediktaz destekleyerek hiicre icinde oksidatif

hasarin 6nlenmesinde dolayli olmasina ragmen 0nemli bir role sahiptir (Meister, 1994).
2GSSG + NADPH + H* SR, 2GSH + NADP *

2.6.1.2. Baz1 enzimatik olmayan antioksidanlar

Glutatyon (GSH), glutamik asid, sistein ve glisinden olusan bir tripeptittir (Sekil 6).
GSH’in yaklasik 1/3’U disulfid halinde ve tiyol grubu iceren sistein, koenzim A gibi
bilesikler ile beraber bulunmaktadir. GSH’deki sisteinin tiyol grubunun oksidasyonu ile
glutatyondisiilfid (GSSG) olusmakta ve antioksidan 6zelligi kaybetmektedir. GSH’daki en
tiyol grubuen aktif gruptur ve antioksidan 6zelligini tiyol grubu saglamaktadir (Goziikara,
1997). Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan glutatyon hiicreleri endojen ve
ekzojen kaynakli oksidanlarin zarali etkilerinden hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini
saglayarak korumaktadir (Konukoglu ve Akgay, 1995). Hlcre icin proteinlerin, sistein,
koenzim A gibi molekiillerin tiyol gruplarinin korunmasinda, askorbat, a-tokoferol gibi
antioksidan molekiillerin korunmasinda, DNA sentezinde, hiicrelerin oksidatif hasara,
toksik bilesiklere karsi korunmasinda énemli rol Ustlenir. Antioksidanlarin yetersizliginde
olusan oksidatif hasar sonucunda gulutatyon seviyesi azalmakta ve serbest radikal
harabiyetine bagli olarak kanser, ateroskleroz gibi bircok hastalik ortaya c¢ikmaktadir
(Aksoy Y, 2002).
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Sekil 6. Glutatyonun yapisi

Diger bazi1 enzimatik olmayan antioksidanlar ise Tablo 4’de belirtilmistir.

Tablo 4.Bazi enzimatik olmayan antioksidanlar

Baz1 enzimatik olmayan antioksidanlar

Albiimin

Seruloplazmim

Trasferrin

Hem grubu ve bakir baglar, hipoklordzasiti ortamdan
temizler.

Fenton reaksiyonunu ve hidroksil radikal olusumunu
engeller

Fenton reaksiyonunu onler. ( Serbest demir iyonlarini
baglayarak)

(Roche vd., 2008).

(Aydemir ve Karadag
Sar1, 2009)

(Chauhan vd.,2004)

. - s . . - (Aydemir ve Karadag
Laktoferrin Diisiik pH’I1 ortamdaki demir iyonlarini baglar. Sari, 2009)
A - L . . (Aydemir ve Karadag
Bilirtibin Onemli bir peroksil radikal toplayicisidir Sar1, 2009)
Hicrenin hemen hemen bitun organellerine lipofilik
Melatonin ozellikte olmasi nedeniyle ulasarak genis bir dagilim (Aydemir ve Karadag
gosterir. Antioksidan etkiyi stiperoksit ve hidroksil ve Sar1, 2009
radikallerini tutarak gosterir.
Fe, Cu gibi metal iyonlarinin selatlar ve ¢inko
reaktiflerinin etkilerini azaltmaktadir. Urik asit singlet (Karabulut ve Giila
Urik asit oksijen, oksijen radikalleri, peroksinitrit anyonu ve 2016) 4
peroksinitrik asidin glcli temizleyicisidir '
. . . . . - (Aydemir ve Karadag
Sistein Siiperoksit ve hidroksil radikali toplayicisidir. Sar1, 2009)
. . . . . (Aydemir ve Karadag
Glukoz Hidroksil radikalleini temizler. Sari, 2009)
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2.6.2. Ekzojen Kaynakh Antioksidanlar

Ekzojen antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar, vitaminler, bitkisel

antioksidanlar, ila¢ antioksidanlaridir.
2.6.2.1. Sentetik antioksidanlar

Yapay (sentetik) antioksidanlar gidalarin depolama strelerinin, kalite 6zelliklerinin,
besin degerlerinin uzatilmasi ve korunmasi amaciyla uzun yillardir gida katki maddesi
olarak kullanilmaktadir. Bu amagla gidalara biitillenmishidroksitoluen (BHT), propilallat,
biitillenmishidroksianisol (BHA) ve tersiyer butilhidroksikinon (TBHQ) gibi sentetik
antioksidanlar ilave edilmektedir (Sekil 7). Fakat toksik ve karsinojenik etkilerinin
olabilecegi disiincesi ile son yillarda kullanimlarina sinirlama ya da yasaklama
getirilmektedir. Bu sebeple son zamanlarda yapilan ¢alismalar genis bir ¢esitlilige sahip
olan bitkisel kaynaklardan yenilebilir, ucuz ve guvenilir antioksidanlar ile antimikrobiyel
Ozelliklere sahip bilesiklerin elde edilebilmesine yogunlagsmaktadir (Okumus vd., 2015).
Bu amagla cesitli bitki ekstraktlar1 ve bu ekstratlarin aktif bilesenlerinin tedavi amagh

kullanimlar arastirilmaktadir.

CH; OH CH;
HaC
3 \\\‘ i
K ~
HaC CHy

CHj

Sekil 7. Biitillenmishidroksitoluen (BHT)

2.6.2.2. Dogal antioksidanlar

Organizma tarafindan sentezlenen (endojen) ya da disaridan besinlerle alinan
(ekzojen) dogal antiosidanlarin Uretimi organizmanin yasi artik¢a azalir. Bu agigin yerinin
doldurulabilmesi igin bitkisel antioksidanlarin iyi bir alternatif oldugu disiinilmektedir
(Taner, 2005). Ayrica tarimsal yan iirlinler ve atiklar (yaprak, sap, saman, kabuk, cekirdek

vs), antimikrobiyel ve antioksidan aktivite gosteren biyoaktif bilesenlerce zengindir. Bu
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urunler yuksek oranda flavonoid, karotenoid, tokoferol ve askorbik asit gibi antioksidan
bilesik icermektedirler. Sebze, meyve ve sanayi atiklari, gida, kozmetik ve ilag
endiistrisinde sentetik antioksidanlarin yerine degerlendirilmekte ve potansiyel antioksidan

kaynagi olarak diisiiniilmektedir (Okumus vd., 2015).
2.6.2.2.1.Antioksidan vitaminler

Vitamin A (p-karoten), A vitamini 6 tiyeli karbon halkas1 (siklohekzenil halkast)
ve 11 karbonlu (izoprenoid) yan zinircirden meydana gelmistir. p-karoten, A vitamininin
oncul maddesi (provitamin) olarak bilinmektedir. B-karotenin antioksidan etkisi singlet
oksijen temizleyicisi olmasi, serbest radikalleri temizlemesi (NO2, RS:, RSO radikalleri)
ve Ozellikle lipit peroksidasyonunu inhibe eden bir antioksidan aktiviteye sahiptir (Keha ve
Kiifrevioglu, 1998; Eckl vd., 2009).

Vitamin E (o-tokoferol), tokoferoller, kroman halka sistemi (benzen ve piran
halkasiin birlesimi) ve izoprenoid bir yan zincirden meydana gelmistir. Benzer yapilara
sahip sekiz farkli (a, B, 0, € y gibi) vitamin E formu bulunmakla birlikte biyolojik
aktivitesi en fazla ve en bol bulunan1 a—tokoferoldir. E vitamini mebran fosfolipitleri icin
antioksidan koruma saglamanin yani sira hiicre membranlarinin hasar gérmesinin
onlenmesinde de rol oynamaktadir. Tokoferol yapisinda bulunan OH grubu, bir H atomu
ile serbest radikale bir elektron transfer ederek yani ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu ile agiga ¢ikan lipit peroksid radikalleri ile reaksiyona girerek tokoferol-
radikal Grin0 ve radikal olmayan birlesikler olusturur. Olusan tokoferol radikali de C
vitamini yardimi ile tekrar tokoferole indirgenir. Bdylece serbest radikallerin hicre
mebran1 proteinleri ile reaksiyona girmesini yada lipit peroksidasyonunu baglatmasini

engeller (Keha ve Kifrevioglu, 1998; Caylak E., 2011).

C Vitamini (Askorbik asit), yapica 6C’lu monasakkaritlere (glukoz) cok
benzeyen, yapisinda ketolakton halkasi bulunduran isitilmaya dayaniksiz, dondurulmaya
dayanikli, suda ¢Ozunen bagirsaktan kolayca emilen bir vitamindir. Kolayca hidrojen
atomu vererek dihidroaskorbik aside okside olabilen kuvvetli bir indirgeyici ajan
olmasindan dolay1 giiglii bir antioksidandir (Adam ve Yigitoglu, 2012). Sliperoksit, singlet
oksijen, hidroperoksil, nitrojen dioksit gibi reaktif oksijen turleri ve reaktif nitrojen tarleri
ile kolaylikla reaksiyona girerek onlarit ortamdan temizler (Carr ve Frei, 1999). Sitperoksit

ve hidroksil radikallerini temizleyen bir antioksidan olmasinin yani sira Fe*¥'(i Fe*?’ye
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indirgeyerek demiri Fenton reaksiyonlarina girmeye uyun hale getiren bir ajan olarakta

davranmaktadir (Memisogullari, 2005).
2.6.2.2.2. Fenolik Bilesikler

Bitkilerde dogal olarak bulunan ve antioksidan 6zellige sahip olan fenolik bilesikler
cok onemli sekonder metabolitlerdir. Fenolik bilesikler cogunlukla suda ¢oziinen ve
aromatik halkasinda bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren maddelerdir. Basit fenolik
(bir tane hidroksil grubu igeren benzen yani fenol) bilesiklerden, yiiksek oranda polimerize
olmus c¢ok sayida fenolik maddeleri igeren ¢ok genis bir gruptur. Yapilarindaki farkliliklara
ragmen fenolik bilesikler “’polifonellor’’olarakta adladirilmaktadir (Meral ve ark., 2012).
Polifenoller az veya cok miktarda hemen hemen tim meyve sebzelerde bulunurlar ve
meyvelerin sebzelere gore polifenol igerigi daha fazladir. Polifenollerin antioksidan
aktivitesi demiri indirgeme glcline ve serbest radikalleri baglamasina dayanmaktadir.
Hiicresel sinyal iletimine katki saglayici ve iltihap dnleyici 6zellikleri yapilan calismalarla
ortaya konulmustur (Kasnak ve Palamutoglu 2015). Gidalarda fenolik maddeler
(polifenoller) ‘fenolik asitler’ ve ‘flavonoidler’ olmak (zere iki grubta bulunmaktadir
(Karadeniz, 1994).

Fenolik asitler, aromatik karboksili asitlerin hidroksi turevleri olup aromatik
zincirler iizerindeki hidroksil karbonlarin pozisyonlart ve sayilarindaki fark nedeniyle
yapisi icinde degisiklik gosterirler (Kasnak ve Palamutoglu, 2015). Fenolik asitler
hidroksisinamik asitler ve hidroksibenzoik asitler olmak (zere iki gruptan olusmaktadir
(Sekil 8). Fenolik asitlerden sinamik asitlerin yapis1 C6-C3 iskelet yapisina sahiptir.
Hidroksinamik asitlerin baslica drnekleri; kumarik asit, kafeik asit, ferulik asit ve sinapik
asittir. Hidroksinamikasitler meyve ve sebzelerde dogal olarak diger birlesiklerle
kombinasyon halinde ve ¢ogunlukla esterlesmis halde bulunmaktadir. Kafeik asidin
esterlerinden olan klorojenik asit en 6nemli bitki kaynakli sinamik asit tiirevidir. Benzoik
asitler ise C6-C1 iskelet yapisina sahip bilesiklerdir. Hidroksibenzoik asitlerin baslica
ornekleri; salisilik asit, p-hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, gallik asit, vannilik asit,
sirinjik asittir. Bu asitler meyve ve sebzelerde genellikle serbest formda ve diisiik

miktarlarda bulunmaktadir (Karadeniz, 1994).
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Sekil 8. Fenolik asitlerin temel kimyasal yapisi

Fenolik asitler bir¢ok kronik hastaligin (kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi)
baslica nedeni olan reaktif oksijen tirlerine ve serbest radikallere karsi giiglii antioksidan
etki gosterirler. Ayrica viicutta bagisikligi glclendirici, iltihap dnleyici ve kan dolagimin
duzenleyici 6zelliklerinden dolay1r anti-aging etki gosterirler (Kasnak ve Palamutoglu,
2015).

Flavonoidler, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden olusan
difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindaki bilesiklerdir. Sekil 9’daki temel yapida aromatik
halkalar A ve B ile hetero halka ise C ile gosterilmektedir. U¢ karbonlu bir bilesik olan
sinnamik asitten A halkasi sentezlenirken, B ve C halkalar1 fenilpranoid ve sikimat yolu
uzerinden glukozdan sentezlenir. Fenil halkalarinin propan zincirine farkli pozisyonlarda
baglanmas1 ile flavonlar, flavonoller, flavanonlar, flavanlar, izoflavonoidler ve
antosiyanidinler meydana gelir (Tablo 5). Ayrica her grup i¢inde molekiiliin aromatik (A
ve B) gruplarina baglanan substituentlerin 6zelligi, sayis1 ve baglanma bolgesi de yapisal
cesitlilige neden olan faktorlerdendir. Flavonoidlerin yapilarinda yer alan en yayin

substituentler OH gruplaridir (Bilaloglu veHarmandar, 1999).

Sekil 9. Flavonoidlerin temel kimyasal yapis1
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Hidrojen verici ve serbest radikal yakalayici olarak gorev yapan flavonoidlerin

fonksiyonlart su yapisal 6zelliklerine dayanmaktadir. B halkasindaki o-dihidroksi yapisi,

radikal forma daha ylksek bir stabilite kazandirmaktadir. C halkasindaki 4-0x0

formundaki ¢ift baglar elektronlarin yer degistirmesinden sorumludur. 3’ ve 5’ hidroksil

gruplari ise radikal yakalama giicli en yiiksek olan gruplardir (Koca ve Karadeniz, 2005).

Flavonoidlerin biyoaktiviteleri ve aragtirmalarla ortaya ¢ikan etki mekanizmalar1 {i¢ sekilde

Ozetlenebilir.

1. Oncelikle flavonoidler antioksidan etkilerini

gosterebilirler,

2. Direkt olarak ROS’i uzaklastirabilirler,

ROS olusumunu engelleyerek

3. Indirekt olarak lipofilik antioksidanlari koruma ve hiicrelerin antioksidan

enzimlerini arttirma yoluyla fonksiyon gosterebilirler (Birman, 2012).

Flavonoidler genellikle gidalarda tat, renk ve yag oksidasyonunun engellenmesi,

enzimlerin ve vitamin korunmasindan sorumludur (Alting ve Kalkan, 2018). Bitkilerde

bulunan bazi flavonoidler Sekil 10° verilmistir.

Tablo 5. Flavonoidlerin siniflandirilmasi (Alting ve Kalkan, 2018)

Simf Flavanoid Gida kaynagi

Flavanol Katesin, Epikatesin, Epiallokatesin Cay, meyve gesitleri, ¢ikolata

Flavon Chrysin, apienin, Rutinin, Luteolin Kirmizibiber, kirmizi sarap,
ve luteolinglukozit meyve gesitleri, karabugday,

domates,

Flavonol Kaempferol, quercetin, Dutsu meyveler, kirmizi sarap,
myricetinandtamarixetin sogan, zeytinyagi, greyfurt

Flavanon Naringin, naringenin, taxifolin ve Turunggiller, Limon
hesperedin

Isoflavone Genistin, daidzin Soya fasllyesi

Antosiyanin Apigenidin, cyanidin Kiraz, dutsu meyveler, cilek
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Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin radikalleri temizleme (stperoksit, nitrik
oksit ve peroksil gibi) p-tokoferol rejenerasyonu, demir ve bakir selasyonu foksiyonlarina
ek olarak; antiviral, antiallerjik ve antiinflamatuar etkileri ile ayrica glutatyon redlktaz,
ksantinoksidaz, protein kinaz ve NADH-oksidaz enzimlerini inhibe ettiklerine dair veriler
bulunmaktadir (Burak ve Cimen,1999).

OH
OH

OH

OH
Kategin (Flavanol) OH O Kuersetin

Sekil 10. Bitkilerde yaygin olarak bulunan bazi flavonoidlerin yapilari

2.7. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan kapasite tayinleri, reaksiyon mekanizmalarina gore baslica iki gruba
ayrilabilir. Bunlar;
» Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)
» Tek elektron transferine dayanan reaksiyonlar (SET)
Uclincti bir grup ise hem HAT hem de SET reaksiyon mekanizmalarini icermektedir
(Buyuktuncel, 2013).
> Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar
v Oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi yontemi (ORAC)
v Toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP)
v" Karotenoid (Krosin) agartma yontemi
v" Toplam Oksiradikal Sondirme Kapasite Yontemi(TOSC)
> Elektron transferine dayanan reaksiyonlar
v" Toplam fenolik madde tayini yontemi (Folin-Ciocalteu yontemi-FC)
v" Troloks esdegeri antioksidan kapasite yontemi (TEAC)
v Demir (I11) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢c yontemi (FRAP)
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v’ 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal sipirme kapasitesi yontemi
v" Bakar (1) indirgenme antioksidan kapasitesi yéntemi (CUPRAC)

2.7.1. Toplam Fenolik Madde Tayin Yéntemi

Singleton ve arkadaslar1 tarafindan saraptaki toplam fenolleri 6lgmek amaciyla
gelistirilen bu yontemin temeli; Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile alkali ortamda (sodyum
karbonat ¢oOzeltisi ile pH=10) fenolik ve diger indirgeyici bilesiklerden molibdenyum’a
elektron transfer edilmesi ile olusan mavi renkli kompleksin 750-765 nm’de

spektrofotometre ile 6lgiilmesi prensibine dayanmaktadir.

MO(VI)(sarl) + €—— MO(V)(maVi)

Folin reaktifinin fenolik bilesikler i¢in spesifik olmamasi nedeniyle, folin reaktifi
fenolik olmayan (aromatik aminler, Cu*!, Fe*?, siilfiir dioksit ve askorbik asit gibi) bircok
bilesik tarafindan da indirgenebilir. Bu yodntem gercekte indirgenme kapasitesini
Olcmektedir. Yontem antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde basit, tekrarlanabilir,
giivenilir olmasi yoniinden antioksidan ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Yontemin olumsuz yani uzun zaman almasi ve sulu fazda gerceklestigi igin lipofilik
bilesikler i¢in uygulanamamasidir. Ekseriyetle standart olarak gallik asit kullanilmakta ve
sonuglar gallik asit esdegeri olarak verilmektedir. (Slinkard ve Singleton, 1977; Singleton
vd., 1999; Priorvd., 2005; Albayrak vd., 2010).

2.7.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Altiminyum Kkloriir, flavon ve flavonol grubu bilesiklerin C-4 keto grubu ve C-3
veya C-5 hidroksil gruplarindan biriyle kararli Al-Flavon veya Al-Flavonol kompleksleri
olusturmaktadir. Ayrica flavonoid grubu bilesiklerin A ya da B halkalarindaki orto-
dihidroksi gruplariyla da aliminyum kararsiz kompleksler olusturmaktadir. Standart olarak
kuersetin kullanilmakta ve sonuclar kuersetin esdegeri olarak verilmektedir (Sekil 11)
(Kalita vd., 2013).
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Sekil 11. Altiminyum (IIT) kloriiriin kuersetin ile olusturdugu kompleks

Bu yontem etanol, aliminyum(l1l) klorir ¢ozeltisi ve potasyum asetat ¢ozeltisinin
karistirildiktan sonra, {istine flavonoid c¢ozeltisinin (flavon, flavonol veya isoflavon
bilesikleri) eklenmesinden sonra gecen 30 dakikanin bitiminde referansa karsit 415 nm’de

absorbansinin 6l¢iilmesi prensibine dayanir (Salatino ve Woisky, 1998).
2.7.3. Bakar (IT) iyonu Iindirgenme Antioksidan Kapasitesi Yontemi (CUPRAC)

Yontem neokuproin (2,9-dimetil-1, 10-fenantrolin) c¢ozeltisinin amonyum asetat
tamponu ortaminda iyi bir yiikseltgen olan Cu(ll)-neokuproin kompleksinin antioksidanlar
tarafindan indirgenerek Cu(I)-neokuproin selatini olusturmasi ve 450 nm’de maksimum

absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 12) (Apak vd., 2004).
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Sekil 12. Cu(ll)’nin Cu(l)’ e indirgenmesi (Albayrak vd., 2010)

Bu yontemin avantaji hem hidrofilik hem de lipofilik maddeler i¢in elverigli olmasi,
pH’1n kolay ayarlanabilmesi, basit, diisiik maliyetli, hizli, pratik, secici ve duyarli bir

antioksidan kapasite yontemi olmasidir (Okan vd., 2013).
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Cu(l)-Nc renkli selat1 olusturan redoks reaksiyonu nem, giines 15181, pH ve hava
gibi degiskenlerden etkilenmemekedir. Kuersetin, gallik asit ve askorbik asit, gibi
maddeler ile hizli, aringinin, naringenin, biliribin, serum antioksidanlari, besinsel
flavonoidler ile urik asitler ile ise yavas (30-60 dakika) reaksiyon vermektedir
(Buyuktuncel, 2013).

2.7.4. Ferrik Indirgeyici Antioksidan Gii¢ Yontemi (FRAP)

Benzei ve Strain tarafindan gelistirilen bu yontemin esasi; diisiik pH’da Fe™{in

TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazine) ile tepkimesi sonucu olusan Fe(lll)-TPTZ
(ferriktripyridyltriazine) kompleksinin Fe*?’ye indirgenerek Fe(I1)(TPTZ), kompleksinin
olusmas1 esasina dayanmaktadir (Sekil 13). Asidik ortamda, antioksidanlarin varliginda
ferriktripyridiltriazin kompleksi Fe*’iin Fe*?’ye indirgenmesi koyu mavi renkli olup 595
nm’de maksimum absorbans vermekte ve sonuglar troloks esdegeri seklinde verilmektedir.
Bu yontem diger antioksidan yontemlerine gore basit, hizli ve ucuz olmasi nedeniyle tercih

edilmektedir (Benzei ve Strain, 1996; Albayrak vd., 2010).
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Sekil 13. Fe (I11)-TPTZ kompleksinin, Fe(1l)’ ye indirgenmesi

2.7.5. indirgeme Potansiyeli Metodu

Bu yontemde Oyaizu (1986)’nin uyguladiklar1 prensip temel alinarak antioksidan
maddenin indirgeme giiciine bagli olarak antioksidan aktivitesinin belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. Antioksidan aktivite; potasyum ferrisiyanid [KsFe(CN)s] bilesigindeki Fe*3
iyonlarinin antioksidan madde varliginda Fe*? ‘ye indirgenmesi ve 700 nm’de absorbansin
Olglilmesi prensibine gore belirlenmektedir. Ylksek absorbans degeri yiiksek indirgeme
potansiyelini gostermekte ve sonuglar standart madde olarak kullanilan askorbik asit

esdegeri olarak verilmektedir (Mathew ve Abraham, 2006).
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2.7.6.DPPH Serbest Radikali Temizleme Aktivitesi Yontemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali koyu menekse renkte olan ve ticari
olarak satin alinabilen stabil organik azot radikalidir. Bu yontemin esasi antioksidan
tarafindan DPPH radikaline bir protonun aktarilmasi ve 517 nm’deki absorbansin

azalmasinin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesine dayanmaktadir (Okan vd., 2013).

DPPH cozeltisi hidrojen atomu verebilen antioksidan madde varliginda koyu
menekserengin rengin agilalarak indirgenmis yapi olusmasina neden olur (Sekil 14).
Rengin agilmas1 absorbansta azalmaya sebep olur. Metanolik DPPH c¢ozeltisindeki
absorbanstaki azalis yuksek radikal slplirme kapasitesi demektir. DPPH derisiminin
%50’sinin azalmasi i¢in harcanan antioksidan miktar1 ECso degeri olarak tanimlanir. DPPH
yontemi basit, hizli, dogru, tekraralanabilir ve ¢ok sayida 6rnekle g¢alisilabilir olmasinin
yaninda DPPH yalnizca organik ¢oziiclide ¢oziilebilir, sulu ortamda ¢oziilmez ve 1siktan

etkilenmektedir (Albayrak vd., 2010; Buytiktuncel., 2013).
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Sekil 14. DPPH radikalinin yapis1 ve antioksidan (A-H) ile reaksiyonu.

2.8. Eritrosit Yapisi

Eritrositler 6x9 pm biiyiikliigiinde bikonkav diskler seklinde olup, membrant 6nm
kalinlikta ve %49’u protein, %44’0 lipit ve %7’si karbohidrattan olusmaktadir (Sekil 18).
Eritrosit zar1 ise, lipitlerden olusmus ¢ift tabakali bir zar yapisina sahip olmakla birlikte
%25’1 kolestrol, %601 fosfolipit ve az miktarda serbest yag asitleri, kolesterol esterleri ve

trigliseridlerden meydana gelmistir (Adam ve Yigitoglu., 2012).
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Cap1 6.0-9.0 pm \ - y }”“”‘
Side view

Kahnhgi merkezde 1 pm

Kenarlarda 2.0-2.5 ym

Membran kalinhg 6.0 nm 7.5 um

Top view

Sekil 15. Eritrosit yapisi

Eritrositler ¢ekirdek, ribozom ve mitokondrilerinin olmamasi ve pek ¢ok hicreye
gore daha az igerik ve hiicre i¢i fonksiyona sahip olmalarindan dolay: basit bir hiicre
modeline sahip oldugu kabul edilmektedir. Son derece uzmanlagsmis ve benzersiz hiicreler
olan eritrositler, membranlar ile aktif ve pasif tasima, hemoglobin ile dokular ve akciger
arasinda Oz ve COz tagimasi ve ATP Uretiminden sorumlu enzimler icermelerinden dolay1
enerji metabolizmasinda yer almalari seklinde fonksiyonlari gergeklestirebildikleri igin
blylk 6neme sahiptirler. Eritrositler organizmada en bol bulunan hiicreler arasinda yer
almaktadirlar (Arbos vd., 2008).

2.8.1. Eritrosit ve Oksidatif Stres

Eritrositler organel icermediginden, oksidatif stres genellikle membran lipit
peroksidasyonuna neden olmaktadir (An vd., 2016). Eritrositlerin membranlarinda yiiksek
oranda yer alan ¢oklu doymamis yag asitleri (CDYA), hemoglobinin yapisinda bulunan
ferroz demiri (Fe*®) ve molekiiler oksijen tasimasi, ROT larin saldiris igin eritrositlerin
hassas olmasina neden olmaktadir (Khalili vd., 2014). Bu yiizden eritrositler ROS’lardan
etkilenen ilk hiicreler arasinda yer almaktadir. Oksidanlar, eritrosit membranlarinda 6nemli
degisikliklere neden olarak eritrositlerin sekillerinde anormallige yol agacak yiiksek
molekill agirhigma sahip protein agregatlari olusturur. Ayrica iskelet protein icerigini
azaltarak da etki gosterebilirler (Suwalskyvd., 2007). Bu etkilerin neticesinde lipit
peroksidasyonu meydana gelmekte ve kararsiz hidroperoksil Uriinlerinden MDA,
eritrositlerin membranlarindaki fosfolipid ve proteinler arasina capraz baglanarak

hicrelerde hemolize neden olmaktadir. Hemoliz sonucunda eritrositlerin  dmdarleri
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kisaltmaktadir. Bu sebeple % hemoliz degeri ve MDA tayini oksidatif stresi belirlemede en
etkili yollardan biridir.

In vitro olarak eritrositlerde oksidatif stres olusturulma yollarindan biri de H20;
uygulanmasidir. H2O> eritrosit membranlarindan gegerek, hizli bir sekilde hemoglobin ile
reaksiyona giren ve hidroksil radikali gibi cok reaktif olan ROT lar iiretebilen bir bilesik
olarak bilinmektedir. H2O: ile hasar olusturulan eritrositlerde oksidatif hasarin gostergesi
olarak kabul edilen lipit peroksidasyonu ve protein degredasyonu gergeklesmektedir.
Eritrosit c¢alismalarinda oksidatif hasar meydana getirmek icin en fazla galisilan H>O>

konsantrasyonlari 100pM ve 20mM oldugu ileri siiriilmektedir (Balkan, 2017).

200uM H202 uygulanan eritrositlerin sekillerinde 151k ve elektron mikroskobu
incelemelerinde 6nemli Olgiide degisimler oldugu goézlemlenmis ve eritrositlerin
cogunlukla asil sekillerini kaybederek ekinosit (Burrcell) halini aldigi belirtilmistir (Resim
3) (Ajila ve PrasadaRao, 2008). Snyder vd., (1985) bu sekil degisikliginin nedeninin
H202’nin eritrosit membranindaki spektrin ve hemoglobine baglanarak hemolize neden
olup hiicre yiizey bilesenlerinde, membranlardaki fosfolipit organizasyonunda ve yuzey

basincinda degisime sebep olarak gergeklestigini belirtmislerdir (Balkan, 2017).

HB HBC + HEGE

Resim 3. Normal ve H>O> hasarli eritrosit ylzeyi (Ajila ve PrasadaRao, 2008)
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Markalar

Tez calismalar1 Recep Tayyip Erdogan Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya

Arastirma Laboratuari’nda gergeklestirildi. Kullanilan kimyasallarve markalar1 Tablo 6’de

verilmigtir.

Tablo 6. Kullanilan kimyasallar ve markalari
Kimyasal Adi Marka
Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPOa,) HIMEDIA
Trisodyumsitrat (NasCsHsO7) HIMEDIA
Sodyum klortir (NaCl) MERCK
Rediikteglutatyon (GSH) Sigma-Aldrich
Sodyum hidroksit (NaOH) HIMEDIA
Hidroklorik asit (HCI) MERCK
Tiyobarbitirik asit (TBA) MERCK
Ditiyobis 2 nitrobenzoik asit (DTNB) Alfa Aesar
Amonyum Asetat HIMEDIA
Bakar IT Klorir MERCK
Folin-Ciocalteu Sigma-Aldrich
Sodyum karbonat(Na,COs) HIMEDIA
Kuersetin Sigma-Aldrich
Galik asit Sigma-Aldrich
Potasyum Asetat HIMEDIA
DPPH Sigma-Aldrich
BHT Sigma-Aldrich
Trolaks Sigma-Aldrich
Sodyum asetat HIMEDIA
Metanol MERCK
Metafosforik asit MERCK
Trikoloro asetik asit(TCA) MERCK
SodyunAzit(NaNs) MERCK
Hidrojen peroksit(H202) MERCK
Etilendiamintetraasetikasit(EDTA) HIMEDI
Ks[Fe(CN)s] Sigma-Aldrich
KH2PO4 HIMEDI
K2HPO, MERCK
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3.2. Kulanilan Cihazlar

Tez galigmalarinda kullanilan cihazlar ve markalar1 Tablo 7’°de verilmistir.

Tablo 7. Kullanilan cihazlar ve markalari

Cihazin Adi

Markasi

Hassas terazi

Santrifij

Calkalayici su banyosu
Etlv

Evaparotor

Otomatik pipet

pH Metre

Mikroplaka okuyucu
Mikroplaka yikayicisi
Isiticili manyetik karistiric
Vorteks

Buzdolab1

Derin dondurucu

Precisa XB 220 A

Thermo Scientific Multifuge 3SR+
Memmert WNB 14

Memmert UF 55

Heidolph Laborota 4000

Brand, Socorex

Thermo Scientific Orion 3 star
Thermo Scientific Multiskan GO
Biotek ELX50/8

Are Velp Scientifica
Velpscientica

Beko BK7121-T

Vestel FT-290

3.3.Kullanilan Cozeltiler

Tez galismalarinda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglart Tablo 8’da verilmistir.
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Tablo 8. Kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlaniglar

Cozelti

Hazirlanisi

Toplam Fenolik Madde Miktari i¢in Kullamlan Céozeltiler

0.2 N Folin-Ciocalteu

%7’lik (W/v) Na,COs

Gallik Asit (1 mg /mL)

2N’lik  Folin-Ciocalteu  cozeltisinden  saf su
kullanilarak 10 kat seyreltildi.

7 g Na,COj tartilarak son hacim 100 mL olacak
sekilde saf su ilave edildi.

0.01 g gallik asit tartilarak Gzerine 10 mL metanol
ilavesi ile stok ¢ozelti olusturuldu.

Toplam Flavonoid Miktari icin Kullamilan Cézeltiler

%10 Aliminyum Klorir

1M Potasyum Asetat

Kuersetin (1 mg/mL)

100 mL igin: 18.11g AlCl3.6H0 tartilarak son hacim
100 mL’ye saf su ile tamamlandi.

9.815g KCH3CO; tartilarak son hacim 100 mL’ye saf
su ile tamamlanda.

0.01g kuersetin tartilarak 10 mL metanol ilave
edilerek stok ¢ozelti oluturuldu.

DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi icin Kullanilan Cozeltiler

100mM DPPH Reaktifi

BHT (1 mg/mL)

100 mL i¢in: 3.94 mg DPPH reaktifi tartilarak 90 mL
metanolde ¢6zulip 100 mL’ye tamamlandi.

0.001g BHT reaktifinden tartilarak 1mL metanol
ilave edilerek stok c¢dzelti olusturuldu.

Hazirlanan  stok  ¢ozelti  (200-100-50-25-12.5-
6.25pug/mL)  konsantrasyonlar  olacak  sekilde
metanolle seyreltildi.

CUPRAC Tayini i¢in Kullamlan Cozeltiler

1 M NH4CH3COOr

10 mM CuCl,.2H,0

7.5mMNeokuproin Cozeltisi

Trolaks (2 mg/mL)

3.8¢g NH4CH3COO-" tartilarak son hacim 50 mL’saf
su ile tamamlandi (pH:7’ye ayarlandz).

85.24 mg CuCl,.2H,O tartilarak son hacim 50
mL’olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

78mg neokuproin bir miktar metanolde ¢ozuldiikten
sonra son hacim 50 mL’ye metanol ile tamamlandi.

0.002 gr Troloks tartilarak 1mL metanolde ¢oziilerek
stok ¢ozelti hazirlandi.

Stok ¢ozelti metanolle seyreltilerek (2.0-1.0-0.5-0.25-
0.125-0.0625-0.0312 mg/mL) konsantrasyonlari
hazirland1

FRAP Tayini i¢in Kullamlan Cozeltiler

100mMHCI

25 ml saf suyun lzerine %37’lik HCI’den 205uL
ilave edildi.
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Tablo 8.Devam

10 mM TPTZ 46.8 mg TPTZ 6mL 100 mM’LIkHCI iginde
cozulerek Gzerine 9 mL metanol ilave edildi.

20 mM FeCls 48.6 mg FeCls 6 mL saf su ile ¢cozilerek tzerine 9
mL metanol ilave edildi.

Asetat Tamponu 2.325gr NaCH3COO.3H.0 (izerine 12 mL glasiyel

(300mM, pH 3,6) asetik asit eklenerek 750 mL’ye saf su ile
tamamlandi.

FRAP Reaktifi 300 mMpH 3.6 asetat tamponu: 10 mM TPTZ: 20

mM FeCls (10:1:1) oraminda karistirilarak giinlitk
taze hazirlandi.

Troloks (1 mg/mL) 0.001gr Troloks tartilarak 1mL metanolde
cozulerek stok cozelti olusturuldu.
Stok ¢Ozelti konsantrasyonlar1 (0.5-0.25-0.125-
0.0625-0.0312 mg/mL) olacak sekilde metanolle
seyreltildi.

indirgeme Giicii (Rediiktif Potansiyel) Metod

%1 Potasyum ferrisiyanir ¢ozeltisi {)ﬁ cgli s::(lji[lzz(gll\ﬁg] tat;;tgllg ncsiin hacim 100mL
. 0.1 gr FeCl; tartihp son hacim 100mL olacak
0,

% 0.1 FeCls Gozgiiis sekilde saf su ile tamamlandi.

0.2 M Fosfat Tamponu (pH:6.6) ?51?32 ?;m'\;?ﬁﬁidof tartilip son hacim 250mL’ye saf
10 gr TCA tartilip son hacim 100mL’ye saf su ile

%10 TCA Cozeltisi tamamland

0.001gr Troloks tartilarak 1mL metanolde
cozulerek stok cozelti olusturuldu.

Askorbik asit (1 mg/mL) Stok ¢ozelti konsantrasyonlar1 (0.5-0.25-0.125-
0.0625-0.0312-0.0156mg/mL)  olacak  gekilde
metanolle seyreltildi.

Eritrosit Paketinin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

% 0.9'luk NaCl 9y egialr\lnz(rjr}kt;gihpblr miktar saf suda ¢oziilerek 1 L

MDA Miktar Tayini icin Kullamilan Cézeltiler

600mM H;0; 0.309 mL H20; alinarak hacmi saf su ile 5 mL’ye
tamamlandi.
0.13g NaNs tartilip hacmi PBS ile 50 mL’ye

0.02 M NaN3; Cozeltisi tamamland..
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Tablo 8. Devam

%28 TCA Cozeltisi 28 g TCA son hacim 100 mL olacak sekilde saf su
ile tamamlanarak hazirlandi.

% 0.9’luk NaCl 9 g NaCl tartilip son hacim 1 L olacak sekilde saf
suda ¢oziilerek hazirlandi

PBS Cozeltisi (pH:7.4) 0.11968 g KH,PO4 ve 0.5295 g KyHPO, tartilip
1000mL 9%0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde ¢ozllerek pH
7.4 ayarlanarak hazirlandi.

TBA Cozeltisi 0.1 gr NaOH ve 0.1 gr TBA tartilip son hacmi 10
mL olacak sekilde saf su ile tamamlandi.

3.4. Findik Zurufunun Toplanmasi ve Ogiitiilmesi

Corylus avellana L. tipi Tiirk findigina ait findik zurufu 2018 yili agustos ayinda
Giresun ili Bulancak merkez kdyiinden toplanmistir. Findik zuruf 6rnegi 37 °C’de etlivde
kurutuldu. Kurutulan numuneler 6giitiiciide toz haline getirildi. Ekstraksiyon (6ziitleme)

islemlerinde kullanilmasi igin -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.

3.5. Ekstraktlarin Hazirlanisi

Toz halindeki findik zurufu numunesinden toplamda 10 gr tartilarak tizerine 200
mL metanol (5’er gr tartilarak 100 mL metanol) ilave edilerek ¢alkalayict inkubator (160
ppm’de) 16 saat inkiibasyona birakildi. Bu islemden sonra siiziintiiler birlestirilerek
evoparatdr de metanol uguruldu. Elde edilen 6ziitlerin kuru gram agirliklar1 100 mg/mL
olacak sekilde DMSO’da ¢oziilerek -20 °C’de saklandi.

3.6. Findik Zurufunun Antioksidan Aktivite Calismalari
3.6.1. Toplam Polifenolik Madde Miktariin(TPFMM) Belirlenmesi

Toplam fenolik madde miktari, alkali ortamda metanolde ¢6ziinmiis olan fenolik
bilesiklerin Folin reaktifi ile renkli (mor-menekse) kompleksler meydana getirmesi ve bu
mor-menekse rengindeki kompleksin maksimum absorbansini 700 nm’ de vermesi esasina

dayanarak gergeklestirildi (Silinkard ve Singleton, 1977).

Calismada, standart madde olarak gallik asidin 5 farkli konsantrasyonda (0.8-0.6—
0.4-0.2-0.1-0.05mg/mL) ¢ozeltileri hazirlanarak kullanildi. Her bir numune igin élglimler
Uc tekrar seklinde ¢aligilarak Tablo 9’daki pipetlemeler yapildi. Ardindan tuplerin hepsi

vortekslenerek oda 1sisinda 2 saat inkiibasyon stresinin gecmesi beklendi. Inkiibasyon
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stresinin sonunda numunelerin 700 nm dalga boyunda spektrofotometre yardimi ile

absorbanslar1 tayin edildi.

Tablo 9. Toplam fenolik madde miktar tayini pipetleme miktarlar

Kor (mL) Numune (mL) Standart (mL)
Numune - 0.05 -
Standart - - 0.05
Deiyonize su 2.55 2.50 2.50
0.2 N Folin Reaktifi 0.25 0.25 0.25

Tupler vortekslendi ve 3 dakika sonra

%7 Na,COs 0.75 0.75 0.75

Farkli konsantrasyonlar daki gallik asit ¢ozeltilerine karsilik gelen absorbans
degerleri kullanilarak standarda ait grafik Sekil 19°de verildi. Bu grafik yardimiyla Findik
zuruf 6zitinun TPFMM mg GAE/g 6zut olarak hesaplandi.
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©
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GAE mg/mL

Sekil 16. Gallik asit standart grafigi
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3.6.2. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 (TFMM) Tayini

TFEMM, aliminyum (I11) klorir c¢oOzeltisi ve potasyum asetat c¢oOzeltilerinin
karistirtlmasindan sonra, Uzerine metanolli flavonoid cozeltisinin ilave edilmesi ve 30
dakika sonra referansa kars1 415 nm’de absorbans degeri Olgiilmesi esasina dayanan bu

yontem baz alinarak spektrofotometrik olarak belirlendi (Kalita vd, 2013).

Calismada, standart madde olarak kuersetinin glnlik taze olarak stok cozeltisi
hazirlandi. Bu ¢0zeltiden metanol ile seyreltmeler yapilarak 6 farkli konsantrasyonlarda
(1-0.8-0.6-0.4-0.2-0.1 mg/mL) c¢ozeltiler hazirlandi. Her bir numune icin dl¢cimler g
tekrar seklinde Tablo10’da belirtildigi sekilde pipetleme yapildi. Ardindan tuplerin hepsi
vortekslenerek oda 1sisinda 30 dakika inkibasyon slresinin gecmesi beklendi.

Inkiibasyondan sonra 415 nm dalga boyunda numunelerin absorbanslari spektrofotometre

ile tayin edildi.
Tablo 10. Toplam flavonoid tayini pipetleme miktarlari
Kor (mL) Numune (mL) Standart (mL)

Numune - 0.25 -
Standart - - 0.25
Deiyonize su 2.50 2.25 2.25
%10 AICl3.6H.0 0.05 0.05 0.05

1 M Potasyum Asetat 0.05 0.05 0.05

Farkli konsantrasyonlar daki kuersetin c¢ozeltilerine karsilik gelen absorbans
degerleri kullanilarak standarda ait Sekil 17°de c¢izilen grafik elde edildi. Bu grafik
yardimiyla findik zuruf 6zitiiniin toplam flavonoid miktar1 mg kuersetin/g 6zut olarak

hesaplandi.
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Sekil 17. Kuersetin standart grafigi

3.6.3. indirgeme Potansiyeli Metodu(iP)

Oyaizu’nun 1986 yilinda uyguladiklari yontem temel alinarak indirgeme gucl
belirlendi (Mathew ve Abraham, 2006).

Askorbik asitin gunlik ve taze bir sekilde 6 farkli konsantrasyonlarda (0.5— 0.25 —
0.125 — 0.0625 - 0.0312 - 0.0156 mg/mL) metanol ile seyreltilerek c¢ozeltileri hazirlandi.
Numune/standart ¢ozeltilerinin 100 pL’si Uzerine 250 pL 0.2 M fosfat tampon c¢Ozeltisi
(pH: 6.6) ve 250 pL % 1 w/v potasyumferrisiyanid [KsFe(CN)s] eklenip karigtirilarak
vortekslendi. 50 °‘C’de 20 dk ¢alkalayici su banyosunda inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda reaksiyon karigimina 250 pL TCA eklenerek 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
Bu ¢ozeltinin tst kismindan 250 pL alinarak 250 pL distile su ve 500 pL %0.1 FeCls
pipetlendikten sonra 700 nm’de absorbans degeri belirlendi. Yiiksek absorbans degeri

yuksek indirgeme potansiyelini gostermektedir.

Standart madde olarak kullanilan askorbik asidin farkli konsantrasyonlar daki
cozeltilerine karsilik gelen absorbans degerleri kullanilarak Sekil 18’deki grafik
olusturuldu. Bu grafik yardimiyla findik zurufunun indirgenme potansiyeli mg askorbik

asit/g 6zut olarak hesaplandi.
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Sekil 18. Askorbik asit standart grafigi

3.6.4. Cu (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Tayini

CUPRAC metodunda 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin’nin Cu (II) ile olusturmus
oldugu Cu(ll)-Neokuproin kompleksinin, antioksidan madde bulunmasi durumunda
meydana gelen Cu(l)-neokuproin selatinin 450 nm’de maksimum absorbans vermesi

esasindan faydalanilarak tayin yapildi (Apak vd., 2004).

Troloks’in 7 ayrt  konsantrasyonlarda (2-1-0.5-0.25-0.125-0.0625-0.0312
mg/mL) gunlik ve taze metanoliik ¢ozeltisi hazirlanip kullanildi. Numuneler 5 mg/mL
konsantrasyonlarin da olacak sekilde hazirland.100 pL NHsCH3COO™ ve 100 pL
CuCl2.2H.O (stune numune/standart ¢Ozeltilerinden 50°ser uL eklendi. Daha sonra
numune/standart cozeltilerine 100 pL Nc reaktifi eklenirken koére numune/standart
seyreltme ¢Ozuclsu olarak kullanilan 50 pL  metanol eklendi. Tuplerin  hepsi
vortekslendikten sonra oda isisinda ve karanlikta 30 dk bekletildi. Her 6rnek (g tekrar
seklinde ¢alisildi. Siire sonunda absorbanslar spektrofotometre yardimiyla 450 nm’ de

tayin edildi.

Numunelerin antioksidan kapasitesi standart madde olarak kullanilan Troloks ile
Sekil 19°da karsilastirilarak gram 0zut troloks esdegeri seklinde (TECA/ g 0z(t) ifade
edildi.
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Sekil 19. Troloks standart grafigi

3.6.5. Ferrik indirgeyici Antioksidan Gii¢ (FRAP) Tayini

FRAP tayini; metodunda Fe(lll) -TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridil)-S-triazin) birlesiginin
antioksidanlarin varliginda mavi renkli olan Fe(Il)-TPTZ birlesigine indirgenmesi ve bu
birlesiginde 595 nm’ de maksimum absorbans vermesi metodu esas alinarak tayin yapildi
(Benzei ve Strain, 1999).

Toloks’in degisik konsantrasyonlarda (1-0.5-0.25-0.125-0.0625-0.03125 mg/mL)
cozeltileri metanolle hazirlanarak kullanildi. Findik zurufu oziitleri 5 mg/mL
konsantrasyonun da olacak sekilde hazirlandi. FRAP reaktifi kullanilmadan hemen 6nce
taze olarak hazirlandi. Kor olarak standart/ numune ¢oziiciileri olan metanol kullanildi.
Standart/numune ¢ozeltilerinden 50’ser uLL alinip Gzerine 1.5 mL FRAP reaktifi pipetlendi
ve tlm tupler vortekslendi. Oda 1sisinda ve karanlikta 20 dakika inkiibasyona birakildi.

Sire bitiminde 6rneklerin absorbanslari 565 nm’de okuma yapilarak belirlendi.

Findik Zurufu oziitlerinin FRAP degeri Sekil 20°deki troloks (standart madde)
grafigi yardimiyla gram 6zt troloks esdegeri (mg TEFA/g 0zut) olarak ifade edildi.
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3.6.5. DPPH Serbest Radikal Temizleme Aktivite Tayini

DPPH radikali ticari olarak satin alinabilen bir radikaldir. Bu ¢alismada findik zuruf
Ozutleri ile bu radikalin ginlik ve taze olarak hazirlanan 100 pM*‘lik metonolik ¢ozeltisi
kullanildi. Coundent yontemi kullanilarak antioksidan birlesiklerin varliginda mor
menekse renkli olan DPPH radikalinin renginin a¢ilmasi ve 517 nm dalga boyunda
maksimum absorbansindaki azalisin tespit edilerek radikal temizleme aktivitesi incelendi
(Cuendet vd., 1997).

Ik olarak numunenin ve standardin c¢aliyma igin uygun konsantrasyonlari
belirlendi. Numune ve standart konsantrasyonu belirlemek i¢in, hazirlanan numune ve
standart ¢6zeltisi tizerine DPPH ¢o6zeltisinden 1:1 oraninda pipetlenerek 30 dk beklendi.
Siire sonunda radikalin mor menekse renginde degisme yoksa konsantrasyonun numune
icin uygun oldugu rengin degismesi durumunda numune konsantrasyonu seyreltilerek ayni

isleme devam edildi.

Calismada standart madde olarak BHT’nin 6 farkli konsantrasyonlarinda (200-
100-50-25-12.5-6.25 pg/mL) ¢ozeltileri ve esdeger olarak numunenin konsantrasyonlari
metanol ile hazirlanarak kullanildi. Pipetlemeler mikroplaka Uzerinde yapildi. 150 pL
DPPH iizerine esit hacimde numune ¢ozeltisi eklenip calkalanarak oda sicakliginda ve
karanlikta 40 dakika inkiibasyon icin bekletildi. Her bir numune/standart konsantrasyonu

icin birer kor [(numune/standart + DPPH ¢dzicusu(metanol)] ve her bir ¢ozlict (metanol)
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icin de [kontrol tupleri (DPPH + numune ¢oziiclisi)] UG tekrar calisildi. Inkiibasyon
sonunda 517 nm’de absorbanslar spektrofotometre ile belirlendi. Absorbanslar ii¢ tekrarin
ortalamasi alinarak ve kor degerleri bu ortalamadan ¢ikarilarak hesaplandi (Sekil 21). 1Cso

degeri konsantrasyon/absorbans grafigi olusturularak hesaplandi.
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Sekil 21. BHT ve Findik Zuruf DPPH grafigi

3.7. Lipit Peroksidasyonunu Engelleme Kapasitesinin Belirlenmesi
3.7.1. Eritrosit paketinin hazirlanmasi

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi kan
Laboratuvari’ndan alinan tam kanlardan havuz olusturuldu ve 600 g’de 10 dk. oda
sicakliginda santrifiijlenerek plazma kismi atildi. Daha sonra eritrosit paketi hacminin 2-3
kati olacak selilde %0.9’luk NaCl eklenerek 4.000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi
vetrombosit ve lokosit fazlari uzaklastirildi. Bu yikma islemi 2-3 kez tekrarlandi ve

hastanenin laboratuarin da eritrositlerin hemoglobin degeri 6l¢iildii.
3.7.2. Hiicre siispansiyonlarinin hazirlanmasi

Stock ve Dormandy (1971) metodundan yararlanilarak reaksiyon g¢alisma ortami
hazirlandi. Hazirlanan eritrosit paketi RTEU Egitim Arastirma Hastanesinin Klinik

Biyokimya Laboratuvarindaki hemogram cihazinda Olc¢ilen hemoglobin degerinin son
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konsantrasyonu 3 g/dL elde edilecek sekilde PBS’li NaNs ile seyreltildi ve 37°C’de 10 dk
inkiibasyona birakilarak stok ¢ozelti hazirlandi. MDA miktar tayininde standart olarak
BHT kullanildi. Ayrica giiglii antioksidan &zelligi bilinen Erzincan Cimin Gzimi de
karsilastirma i¢in kullanildi (Ekinci, 2008). Calisma ortaminda konsantrasyonlart (5-2.5-
1.25-0.25 mg/mL) olacak sekilde 6ziitlerin bulundugu numune tiipleri (Ek 2). 0.625mg/mL
BHT iceren standart tupu, 1.25 mg/mL iiziim igeren karsilastirma tiipii, PBS igeren kor
tipd ve H20: iceren tlp olmak Uzere 8 calisma grubu olusturuldu. Calisma tiiplerinin
tamamina 1mL stok cozelti pipetlendi. Son hacim 1.5 mL’ye PBS ile tamamlandi ve
37°C’de 1 saat calkalayici su banyosunda &n inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bitiminde
yapilan konsantrasyon taramasi neticesinde Ek 1’de uyun gorulen miktar (20 mM’lik
H>0>) ilave edildi. Ardindan tekrar 37°C’de ¢alkalayici1 su banyosunda 1 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda MDA tayini gergeklestirildi.

3.7.3. MDA Tayini

Lipit peroksidasyonu sonucunda olusan iiriinlerden biri olan ve biiyiik bir kismim
olusturan malondialdehit (MDA) ile TBA ¢ozeltisinin 1sitilmasindan sonra olusan renkli
(pembe) kompleksin absorbansinin spektrofotometrik olarak o6l¢tlmesi ile tayin edilir
(Sekil 22). TBARS, lipitlerin peroksidasyonu sonucunda olusan ve biiylik bir kismi MDA

olan lipit oksidasyonunun kararli ve en son iiriiniidiir.

HS IV OH 3
\|/’ AN (|3H AN NWOH HO\(N\YSH
+ CH, —» ‘ ‘ +2H, O
N =~ |2 N _~=CH-CH=CH-\ N 2
CHO |
OH OH CH
TBA MDA RENKLI KOMPLEES

Sekil 22. MDA ile TBA nin tepkimeye girdigi reaksiyon

MDA miktar1 i¢in; inkubasyonu tamamlanan tlplerden 600 pL alinarak 400 pL
TCA Uzerine ilave edildi. Calisma tiipleri 15 dk 4.500 rpm’de santrifiij yapildi. Santrifij
sonrasinda supernatan 600 pL alinip Uzerine 300 pL TBA (glnlik/ taze) ilave edildi ve

calisma tiipleri kaynar su banyosunda 15 dk inkiibasyona birakildi. Olusan renkli ¢ozeltinin
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absorbans1 532 ve 600 nm’de spektrofotometre ile ¢ift okuma yapilarak MDA miktari
asagidaki “’Esitlik 1°” formuli kullanilarak hesaplandi (Stocks ve Dormandy, 1971).

[MDA]=(As32-As00)*900=nmol MDA/g Hb (Esitlik 1)

3.8. istatistik Analiz

Calismamizdaki sonuglarin SPSS programi kullanilarak istatistiksel analizi yapilda.
Tek Yonlu Varyasyon Analizi (One-way ANOVA) c¢alisma gruplarina ait ilgili
parametrelerin anlamliliklari ile belirlendi. Sonuclar ortalama ve standart sapma olarak

verilerek P<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Findik Zuruf Bitkisine Ait Oziitlerin TPFMM I¢erigi

Findik Zurufu bitkisi 6zdtlerinin TPFMM, standart madde olarak kullanilan gallik
asit standart grafigi kullanilarak belirlenerek fenolik madde miktar1 g 6zt basina mg gallik
asit esdegeri (mg GAE/g 6zlt) olarak verilmistir. Findik zurufunun TPFMM 128 + 3 mg
GAE/qg 6zut olarak bulundu.

4.2. Findik Zuruf Bitkisine Ait Ozutlerin TFMM I¢erigi

Findik Zurufu bitkisi 6ztlerinin TFMM, standart madde olarak kullanilan
kuersetin grafigi kullanilarak belirlenmistir. Flavonoid madde miktar1 g 0zlt basina mg

kuersetin esdegeri (mg KE/g 0zit) olarak belirlendi ve sonug¢ 5.8 + 0.2 mg KE/g 6zit

olarak bulundu.
4.3. Findik Zuruf Bitkisine Ait Oziitlerin IP Analizi

Findik Zurufu bitkisi Ozutlerinin indirgenme potansiyeli, askorbik asit (standart
madde) grafigi kullanilarak g 0zUt basina mg askorbik asit esdegeri (mg A.A/g 0zit) 57 +

0.8 olarak bulunmustur.
4.4. Findik Zuruf Bitkisine Ait Oziitlerin CUPRAC Analizi

Findik Zurufu bitkisi ozutlerinin CUPRAC aktivitesi, standart madde olarak
kullanilan trolaks standart grafigi kullanilarak belirlenmistir. CUPRAC degerleri g 6zt
basina mg trolaks esdegeri (mg TECA/g 6z(it) 285 + 9 olarak bulundu.

4.5. Findik Zuruf Bitkisine Ait Oziitlerin FRAP Analizi

Findik Zurufu bitkisi 6zitlerinin FRAP aktivitesi, standart madde olarak kullanilan
trolaks standart grafigi kullanilarak belirlenmistir. FRAP degerleri g 6z(it basina mg trolaks
esdegeri (mg TEFA /g 6zit) 173 + 2.4 bulundu.

Antioksidan aktivite testlerinin sonuglar1 Tablo 11°de toplu olarak verilmistir.
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Tablo 11. Findik zurufunun antioksidan aktivite test sonuglari

Antioksidan Test Ortalama Deger (n:8)
(X £SD)

TPFMM (mg GAE/g 6z(it) 128 +3

TFMM (mg KE/g 6z(it) 5.8+0.2

IP (mg A.A/g 6ziit) 57+0.8

CUPRAC (mg TECA/g 6ziit) 285+ 9

FRAP (mg TEFA /g 6z(it) 173+2.4

4.6. Findik Zuruf Bitkisine Ait Oziitlerin DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi
Findik zurufu bitkisi o6zutlerinin DPPH radikal temizleme aktivitesi tayini
sonucunda elde edilen veriler, BHT (standart madde) ile karsilastirilmistir. Standart ve

Findik zurufuna ait hesaplanan 1Cso degerleri Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. Findik Zuruf bitkisine ait oziitiin DPPH radikal temizleme aktivitesi

Numune (n=6) 1Cs0 (mg /mL)
Findik Zurufu 0.060 + 0.002
BHT 0.059 + 0.004

4.7. Findik Zuruf Bitkisine Ait Oziitlerin Lipit Peroksidasyonunu Engelleme
Kapasitesi

Findik  zurufu'nun lipit peroksidasyonunu engellelme kapasitesi, lipit
peroksidasyonunu son {iriinii olan MDA analizi yapilarak tespit edildi. H20. ile
eritrositlerde oksidatif stres olusturuldu. Bitki 6zitiinin meydana gelen bu oksidatif stresi
ne kadar engelleyebilirse o kadar yiiksek antioksidan 0Ozellige sahip oldugu

diistiniilmektedir. MDA tayini yapilirken standart olarak Cimin iiziimii ¢ekirdeginden
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(bitkisel standart) elde edilen 6ziit ve ticari olarak satin alinan BHT (sentetik standart)
kullanildi. Ayrica H2O ilave edilen ve edilmeyen eritrositlerde de MDA seviyeleri

belirlendi. Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen MDA seviyeleri Tablo 13’de

verilmistir.

Tablo 13. Findik Zurufu 6zltlerinin MDA dizeyleri
Numune (n=8) MDA (mg /g Hb)

(x £SD)

Eritrosit 18+2
Eritrosit + H2O» 824 £ 79
Eritrosit + H2O> + Findik Zurufu (1.25 g/mL) 344+ 17
Eritrosit + H202 + Uziim Cekirdegi (1.25 mg/mL) 247 £ 29
Eritrosit + H.O2 + BHT (0.625 mg/mL) 109 £ 10

Yapilan istatistik analiz sonucunda biitiin calisma gruplar1 arasinda p=0.000
diizeyinde anlamli farklilik bulunmustur. Calismamizda eritrosit sispansiyonuna H2O»
eklenmesi sonucunda lipit oksidasyonunun gergeklestigi, eritrosit ile eritrosit + H20-
gruplar1 arasinda MDA diizeyinin farkli olmasi ile ortaya konmustur. Eritrosit grubunun
MDA duzeyinin diger calisma gruplarina gore anlamli derecede diisiik oldugu tespit
edilmis. Benzer sekilde eritrosit + H2O2 grubunun MDA seviyeleri diger calisma
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Findik zuruf
Oziitlinlin bulundugu ¢alisma ortami ile standartlarin bulundugu c¢alisma ortaminin MDA
diizeyleri karsilastirildiginda, bitki oziitiiniin MDA seviyesi her iki standartinkinden
yuksek oldugu saptanmistir. Ancak sadece eritrosit + HO2 ortam ile karsilastirildiginda ise

MDA diizeyini yaklasik %50 oraninda azalttig1 belirlenmistir.

Findik zurufunun TPFMM ve TFMM degerlerinin CUPRAC, FRAP ve IP
aktiviteleri arasindaki koralasyon analizi n=8 deger baz alinarak karsilastirilarak Tablo 14’

de verilmistir.

48



Tablo 14. Antioksidan aktiviteler arasindaki korelasyon analizi (n= 8)

CUPRAC FRAP ip
TPFMM r=0.927 r=0.944 r=0.949

p=0.001 p =0.000 p =0.000
TFMM r=-0.706 r=-0.708 r =-0.409

p =0.050 p =0.049 p=0.315

Yapilan koralasyon analizi sonucunda findik zurufunun TPFMM degerleri ile
CUPRAC, FRAP ve IP arasinda cok vyilksek derecede pozitif yonde korelasyon
goriilmiistiir (Sekil 23, 24, 25). TEMM degeri ile CUPRAC ve FRAP degerleri arasinda ise
negatif yonde korelasyon belirlenmistir ancak bu iliski [P degeri ile ise anlamli diizeyde

gorilmemistir (Sekil 26, 27, 28).
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Sekil 23. TPFMM ve CUPRAC aktvitesi arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 24. TPFMM ve FRAP aktvitesi arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 25. TPFMM ve IP aktvitesi arasindaki korelasyon grafigi

50



TEFMM

6 r °
5 Ld e
4
3
y =-0,0389x + 16,502
2 R2=10,499
<0.050
1 p
0
265 270 275 280 285 290 295
CUPRAC

Sekil 26. TFMM ve CUPRAC aktvitesi arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 27. TFMM ve FRAP aktvitesi arasindaki korelasyon grafigi
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Sekil 28. TFMM ve IP aktvitesi arasindaki korelasyon grafigi

52



5. TARTISMA

Insanhigin varolusundan giiniimiize kadar bitkilerden basta besin elde etmek ve
saglik sorunlarin1 gidermek amaciyla faydalanilmistir. Turkiye; cografi konumu, cesitli
iklimleri, genis ylzolcimiu ve tarimsal potansiyeli sayesinde pek cok bitki ¢esidine ev
sahipligi yapmaktadir (Faydaoglu ve Siiriiciioglu, 2011). Ozellikle tibbi ve aromatik
bitkiler hastaliklarin 6nlenmesi, iyilestirilmesi ve saglikli yasamin devamu igin ilag olarak
geleneksel ve modern tipta kendine yer bulmaktadir. (Temel ve ark., 2018). Anadolu’da
yaygin olarak bulunan bitki kaynakli halk ilaglar1, uzun tecribeler neticesinde gunimize
kadar gelmistir. Bitkilerden elde edilen pek ¢ok ilagta tipta kullnilmaktadir. Gunimuzde,
sentetik antioksidanlarin givenir olarak kullanilmasi ile ilgili artan endiselerden dolay1
bitkisel kaynakli dogal antioksidanlar giderek artan ilgi gérmektedir. Diinya Saglik Orgiitii,
dunya nifusun %80’inin (yaklasik 4 milyar insanin) saglik sorunlarimi ilk etapta bitkisel
preparatlarla gidermeye calistiklarini bildirmektedir. Ayrica, regeteli ilaglarin yaklagik
%25’ini gelismis {ilkelerde bitkisel kokenli ilaglar (vimblastin, Kinin, aspirin vb)

olusturmaktadir (Faydaoglu ve Siirticiioglu, 2011).

Serbest radikallerin tretimindeki dengesizlik sonucu meydana gelen oksidatif stres,
yaslanma, kanser, diyabet, ateroskleroz, iskemik hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejeneratif bozukluklar (Alzheimer ve Parkinson gibi), amfizem, hipertansiyon gibi
birgok hastaliga neden olmaktadir (Lobo ve ark., 2010). Serbest radikallerin meydana
getirdigi bu hastaliklarin olusumunu engellemek icin antioksidan sistemler devreye
girmekte, yetersiz kaldiginda ise bitkisel antioksidanlarin alinmasi1 gerekmektedir. Dogal
antioksidan ozelliklerini bitkilerin ikincil metabolitler olarak iirettigi fenolik bilesikler

olusturmaktadir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999).

Tez kapsaminda findik zurufu atiginin antioksidan kapasitesinin belirlenmesi
amaciyla ilk olarak bu atigin metanollik 6ziitleri hazirlanmistir. Bu 6zitlerin TPFMM,
TFMM, DPPH radikal temizleme aktivitesi, indirgenme kapasitesi tayini, FRAP ve
CUPRAC tayinlerinin yaninda 6ziitle muamele edilmis eritrositlerde lipitperoksidasyon

son ve kararl1 Urlinlerinden olan MDA dizeyleri belirlenmistir.

Bu ¢alismada findik zurufu atigiin TPFMM diizeyleri 6lgiilmiis ve standart olarak
gallik asit kullanilmistir. Bizim TPFMM degerimiz (128+3 mg GAE/g 6zut) Shahidi vd.
(2007) yapmis oldugu yagi uzaklastirilmis findik zurufu atiginin %80 etanollii 6ziitlini
kullandig1 ¢alismada elde ettikleri degerle benzer bulunmustur (127 mg katesin/g 0zit).
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Diger taraftan ise Alasalvar vd. (2006) findik zurufunda ayni1 metodla yaptig1 ¢alismada
%80 etanollii 6ziitlinde 156 mg katesin/g 0zut, %80 asetonlu 6zitinde 201 mg katesin/g
0z0t ile bizden biraz daha yiksek deger bulmuslardir. Yine Strek ve Blyukkileci (2018)
yapmis oldugu ¢alismada ise findik zurufunun %80 metanol ve aseton 0zutlinde 12 ve 17
mg GAE/g kuru findik atigi degerlerini tespit etmiglerdir. Bu bulgularin bizim
sonuglarimizdan farkli olma nedeninin ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerden ya da
birimlendirme farkliligindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Esposito vd. (2017) ise
findikkabugu metanolli 6zltiinde bu degeri 194 mg GAE/g 6zut olarak Shahidi vd. (2007)
ise %80 etanolli 6zitiinde 214 mg Katesin/g bulmustur. Bu verilere gore findigin sert
kabugunda TPFMM igeriginin findik zurufindan daha yiiksek oldugu gortlmektedir.
Findik zurufunun antioksidan kapasitesini arastiran c¢alismalar son derece kisitli oldugu
yapilan literatiir taramalarinda ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle benzer tarimsal iirlin atiklarinin
biyolojik etkisini ortaya koyan arastirmalar da dikkate alinmis ve ¢alisma sonuc¢larimizla
karsilastirma yoluna gidilmistir. Fernandez vd. (2013) ceviz yesil kabugu %2100, %50
metanol ve etanollii 6ziitlerinde sirasiyla 66, 82 ve 52, 84 mg GAE/g 6zut, Rahimipanah
vd. (2010) aym1 6rnegin metanolll 6zutli 34 mg GAE/g kuru agirlik, Dogan vd. (2014)
yine bu 6rnegin %82 metanollii 6ziitii ve antep fistig1 kabugu ile badem kabugu metanollii
Ozutlerini 73, 32, 18 mg GAE/g 6zt ile Meng vd. (2020) fistik kabugu %80 metanollii
0zltu 3.62 mg GAE/g 0zut, Zoral ve Turgay (2014) ise Antep fistig1 ve ceviz kabugunun
metanollii  6zitlindeki TPFMM degerinin 15 ve 6,6 mg GAE/g 0zut oldugunu
belirtmisglerdir. Bu degerlere bakildiginda findik zurufuna goére daha disik TPFMM

iceriklerine sahip olduklar1 gérilmektedir.

Calismamizda TFMM degerleri standart olarak kullanilan kuersetin ile (5.8+0.2 mg
KE/g 0ziit) belirlenmistir. Yapilan literatiir taramas1 sonucunda findik zurufunun TFMM
igerigi ile ilgili bir ¢calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle benzer tarimsal atiklar ¢alisma
sonuglarimizla karsilastirma yoluna gidilmistir. Rahimipanah vd. (2010)’da yaptigi
calismada ceviz yesil kabugunun %60 su-metanolli 6zitiine ait degeri 1.45 mg Kuersetin/g
kuru agirlik, aynmi iirtiiniin Shi vd. (2018) de olgunlasma evrelerine gore %50 metanolli
0zitlinde yaptigi c¢alismada ortalama degeri 1.03 mg GAE/g kuru agirlik olarak
belirtmislerdir. Bu verilere bakildiginda findik zurufunun TFMM igeriginin ceviz
kabugunundan daha yiksek oldugu gOriilmiistiir. Ghasemi vd. (2011) ise ceviz yesil
kabugunun %100 metanollii 6ziitiinii ortalama 10 mg Kuersetin/g 6z(it olarak bulmuslardir.

Bu veriler incelendiginde ise findik zurufunun TFMM igeriginin ceviz yesil kabugundan
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diisiik oldugu gOriilmiistiir. Bu farkliligin kullanilan birimlendirmeden kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Farkli bir tarimsal atik olan fistik kabugunun %80 metanollu 6zitunde
Meng vd. (2020) de ise 41 mg GAE/g 6ziit olarak belirlemislerdir. Rusu vd., (2018, 2019)
daki ¢alismalarinda %50 aseton ve etanol coziicllerinde ceviz septumunda en yuksek
degeri 8.99 ve 6.51 mg Kuersetin/g kuru agirlik, %50 asetonlu findigin en yiiksek degerini
ise 43 mg Kuersetin/g kuru agirlik olarak belirtmistir. Bu degerlere bakildiginda findik
zurufu atiginin fisttk kabugundan ve findiktan oldukga diisik TFMM igerigine sahip

oldugu cevize nazaran ise bu farkin daha yakin bir degerde oldugu goriilmiistiir.

Shahidi vd. (2007) yapmis olduklar1t HPLC ¢alismasinda, findik zurufunun icerdigi
fenolik asit bilesiklerinden gallik asit, kafeikasit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit
degerleri siras1 0.892, 0.158, 0.1662, 0.327, 0.064 mg/ g 6zt olarak saptamiglardir.
Alasalvar vd., (2006) ise etanolli ve asetonlu findik zurufunun igerdigi fenolik asit
iceriklerinin serbest ve esterlesmis formlarini ¢alismislar; etanolik O0zitte serbest formu
(gallik, kafeik, p-kimarik,ferulik, sinapik) 0.253, nd, 0.038, nd, nd mg/g 0zit, esterlesmis
formu (gallik, kafeik, p-kimarik, ferulik, sinapik ) 1.244, 0.376, 0.180, 0.055, 0.022 mg/g
diizeyinde bulmuslar iken asetonlu &ziitte bu degerler serbest formda 0.269, nd, 0.041, nd,
nd mg/g 6ziit, esterlesmis formda ise 1.450, 0.352, 0.202, 0.058, 0.018 mg/g seklinde

bulmuslardir.

Calismamizda toplam antioksidan kapasiteleri 6zutlerin CUPRAC ve FRAP
yontemleri ile belirlenmistir. Sonuclar standart olarak kullanilan troloks grafigi yardimiyla
gram oziit basina mg troloks esdeger FRAP aktivitesi (173 £ 2.4 mg TEFA/g 6zit) ve
CUPRAC aktivitesi (285 + 9 mg TECA/g 6zlt) seklinde ifade edilmistir. Yapilan litaratiir
taramasinda findik zurufu atginin CURPAC ve FRAP aktivitesini gergeklestirildigi
calismaya rastlanilmamistir. Benzer tarimsal Urlinlerin sinirh sayidaki FRAP galigsmalarina
bakildiginda ise Rusu vd.,(2018, 2019) esit hacimdeki aseton-su ceviz septumu ve findik
0z0tl ¢aligmalarinda 401 ve 351 mg TE/ g 6zt olarak FRAP degerlerini belirlemiglerdir.
Bu degerlere bakildiginda farkli 6ziitleme c¢oziiclisii géz Onilinde bulundurarak findik
zurufunun antioksidan kapasitesinin ceviz ve findiktan diisiik oldugunun sdylenebilecegi

disiiniilmektedir.

Findik zurufu o6zdtlerin  indirgeme kapasitesi Oyaizu metoduna gore
gerceklestirilmistir ve ylksek absorbans degeri yiksek indirgeme kapasitesinin bir
gostergesidir (Oyaizu, 1986). FRAP ve CURPAC metadlarinda ¢alisilan konsantrasyonlar
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baz almarak findik zurufunun ortamdaki Fe™ii indirgeme potansiyeli standart olarak

askorbik asit kullanilarak (57 = 0.8mg A.A/g 6z(it) ¢alisilmistir.

Calismamizda findik zurufu 6ziitlerinin TPFMM ve TFMM ile CUPRAC, FRAP ve
IP aktiviteleri arasinda koralasyon analizi yapilmistir. Korelasyon analizi sonucunda
oziitlerde bulunan TPFMM miktarindaki artis antioksidan kapasitede artisa neden oldugu
goriilmiistiir. Bu baglamda findik zurufu oziitlerinin igerdigi polifenolik igeriklerin

antioksidan aktiviteye sahip olduklar diisiiniilmektedir.

Calismamizda findik zurufunun radikal temizleme aktivitesinin belirlenmesi DPPH
radikali ile gerceklestirildi. Absorbasindaki azalma ise yuksek radikal stpurme
kapasitesininin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Brand-Williams vd., 1995;
Buyilktuncel, 2013). Findik zurufunda DPPH’in ICsp degeri 0.060 + 0.002 mg/mL ve
BHT’de ise 0.059 = 0.004 mg/mL olarak bulunmustur. Bu degerlere bakildiginda findik
zurufunun antioksidan aktivitesi BHT ile esdegerdir. Oguzkan vd. (2016) ayn1 6rnegin
%100 metanolik 6zitunun ICso degerini 0.003 mg/mL bulurken, Alasalvar vd.,(2006) ise
ayn1 6rnegin %80 aseton ve %80 etanolli dzltlerinde ICso degerlerini sirasiyla 0.065 ve
0.074 mg/mL olarak vermislerdir. Sonuglarimizin Alasalvar’in (2006) farkli ¢oziiciilerde
elde ettikleriye daha uyumlu oldugu ancak bizimle ayn1 ¢6ziicii kullanan Oguzkan’a (2016)
gore ise daha yiiksek degere sahip oldugu gOziukmektedir. Bu farkliligin &ziitlemede
kullanilan zuruf miktartyla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Esposito vd. (2017) ise
findikkabugu %100 metanolik 6zutinde ICso degerini 0.032 mg/mL olarak belirlemis ve
findik zurufunun findikkabugundan daha diisiik antioksidan aktiviteye sahip oldugu
gorinmektedir. Ayrica benzer tarimsal atiklarin degerleri incelendiginde Fernandez vd.
(2013) ceviz yesil kabugunun %100 metanol ve etanol 6zdtlerinde 0.38 ve 0.49 mg/mL
degerlerini ayni atigin %100 metonollii §zitinde Ghasemi vd. (2011) ortalama 0.19
mg/mL olarak, Shi vd., (2018)’in % 50 metanolik 6zltiinde olgunlasma donemlerine gore
ICs0 degerini ortalama 2.81 mg/mL, Dogan vd (2014) ise %82 metanolli ve etanolll
OzUtlne ait degerleri 0.72, 0.70 mg/mL olarak bulmuslardir. Diger bir tarimsal atik olan
Antep fistig1 kabugunun ve badem kabugunun Dogan vd (2014) ise %82 metanollu ve
etanollii Oziitiine ait degerlerini 1.51, 2.09 mg/mL ve 16, 15 mg/mL seklinde
belirtmislerdir. Biitiin bu sonuglar findik zurufu atiginin diger tarimsal iiriin atiklarina gore

daha yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip oldugunu gostermektedir.
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Yapilan ¢aligmada findik zurufu 6ziitii varliginda serbest radikallerin hiicresel hasar
duizeyini incelemek icin hicre modeli olarak eritrositler kullanilmistir. Eritrositler basit
hiicre yapisina sahiptirler. Yapilarinda yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asidinin yer
almasi, oksijen molekiilii tasimalar1, hemoglobine bagli demir gibi gecis metallerine sahip
olmalar1 nedeniyle meydana gelen hasari ortadan kaldiramazlar. Bu sebeple serbest radikal
saldirist i¢in ana hedef olarak kabul edilirler (Gaetani vd., 1989; Van der Berg vd., 1992).
Calismamizda in vitro oksidatif stres olusturmak amaciyla eritrositler H2O2’e maruz
birakilmistir. H2O2 membrandaki fosfolipit yapisindaki yag asitlerinde, yiizey basincinda
ve hicre yiizey bilesenlerinde degisimlere yol agarak eritrosit membraninda hemolize
neden oldugu gorilmistir (Balkan, 2017). Ayrica H20. maruz kalan hemoglobinin
hemoglobin demir iyonlarinin salimimi ile hemde bozulmaya neden olmaktadir (Ajila ve
PrasadoRao, 2008).

Eritrositlerde hasar olusturmak igin ideal H20. konsantrasyonunu belirlemek
amaciyla 10-20-30-40-50 mM’lik konsantrasyonlar ile galigilmistir. 20 mM iizerindeki
konsantrasyonlar arasinda olusan hasarda olduk¢a az bir farkin olmasi nedeniyle
kullanilmas: gereken ideal H>O konsantrasyonu 20 mM olarak belirlenmistir (Ek 1).
Belirlenen 20 mM’lik H2O> konsantrasyonu ilave edilerek eritrositlerde hasar meydana
getirilmistir. Calismalarda kullanilacak findik zurufu 0zut miktarini belirlemek i¢in 0,625-
1,25-2,5-5 mg/mL’lik konsantarasyonlarada o&ziit miktarlari c¢aligimhistir. Ozitlerin
kiyaslanarak antioksidan davranigi incelendiginde antioksidan etkinin 1,25 mg/mL’lik
konsantrasyonda gorilmeye baslandigi, konsantrasyon arttirildiginda antioksidan etkinin
arttigr goriilmiistiir (Ek 2). Calismamizda sentetik bir antioksian olan BHT kullanilmisgtir.
Ayrica antioksidan 6zelligi yliksek oldugu literatiirdeki kaynaklardan bilinen dogal bir
bitkisel kaynak olarak iiziim g¢ekirdegi 6zitl de karsilastirma i¢in kullanilmistir (Ekinci,
2008).

Calismamizda hiicresel alanda ¢oklu doymamis yag asitlerinden olusan oksidatif
hasar1 g0steren karali ve son iiriin olan MDA (TBARS) miktarina bakilmistir. Findik
zurufu 6zatindn 1.25 mg/mL’lik konsantrasyonda bulundugu deney ortaminda MDA
miktarinin (344+ 17 mg/g Hb) ayn1 konsantrasyonda bulunan iiziim ¢ekirdeginin (247 £ 29
mg/g Hb) ve 0.0625 mg/mL’lik konsantrasyonda bulunan BHT den (109 = 10 mg/g Hb)
MDA miktarinin daha yiiksek oldugu bu baglamda findik zurufunun lipit
peroksidasyonunu engelleme kapasitesinin tiziim ¢ekirdegi ve BHT’den daha az etkili

oldugu goriilmistiir. Ancak yanlizca H2O2’nin bulundugu ortamla karsilastirildiginda ise
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lipit pereoksidasyonunu engellegi tespit edilmistir. Findik zurufu’nun hem TPFMM hemde
TFMM tayinleri gz Oniine alindiginda sonug siirpriz degildir. Bu sonuglar findik zurufu
bitkisinin oksidatif stres olusturulan ortamda etkisinin incelendigi ilk ¢alisma oldugu
yaptigimiz literatiir incelemesinden anlasilmaktadir. Benzer c¢alismalar arastirilmis ayni
yontemle ¢ay atiklarinda Demir (2011) yaptig1 calismada yesil ¢ay yaprak atigi, yesil ¢ay
govde atig1, siyah cay lif atigi metanol ve etil asetat ¢oziiciileri kullanilarak hazirlanmig
Ozutlerinde 1Cso katesin esdegerleri sirasi ile 191, 180, 190 uM olarak belirlemistir. Birim
ve kullanilan standart farkliligindan dolayr bizim sonucumuzla anlamli bir karilagtirilma

yapilamamistir.

Findik hasadi sonucunda olusan tonlarca findik zurufu yakilarak yok edilmektedir.
Ancak bu tez calismasindan elde edilen veriler aslinda bu atigin yakilarak yok edilmeyecek
kadar kiymetli oldugunu ortaya koymustur. Calisma sonug¢larimiz findik zurufunun bir
atiga gore oldukea yiiksek miktarda antioksidan 6zellige sahip oldugu gdostermektedir. Elde
edilen sonuglar 1s18inda bu atiklar1 endistiiriyel olarak medikal ve kozmetik gibi farkli

amaclarda daha tercih edilebilir bir aday olarak kullanilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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Tablo 15. Tarimsal atiklarin antioksidan etkisini

karsilastirilmasi (KA*: Kuru agirlik)

inceleyen c¢alisma sonuglarinin

MEVCUT ARASTIRMA

CALISMA GRUPLARI

TPFMM TFMM

DPPH (ICs0)

IP (ICs0)

Findik Zuruf ¢calismamiz
. %100 Metanol

128 mg GAE/ g 6zt 5.8 mg Kuersetin/g 6zit

0.060 mg/mL

Alasalvar vd. (2006)
Findik zuruf
. %380 Aseton
. %380 Etanol

201 mg katesin/g oziit
156 mg katesin/g 0ziit

0.065 mg/mL
0.074 mg/mL

Shahidi vd. (2007)

Findik zuruf ve Findikkabugu
. %80 Etanol

127-214 mg katesin/g 6ziit

Sirek ve Buyukkileci (2018)
Findik zurufu

. %80 Metanol

. %80 Aseton

12.1 mg GAE/g KA*
16.8 mg GAE/g KA*

Oguzkan vd. (2016)
Findik Zuruf
. %100 Metanol

0.003 mg/mL

Fernandez vd. (2013)

Ceviz yesil kabugu
e %7100 Metanol

66 mg GAE/g 6zt

0.38 mg/mL

1.65 mg/mL

Rahimipanah vd. (2010)

Ceviz yesil kabugu
. %60 Su- Metanol

34 mg GAE/g KA* 1.45 mg Kuersetin/g KA*

0.18 mg/mL

0.19 mg/mL

Shi vd. (2018)

Ceviz yesil kabugu (ortalama)
. % 50 Metanol

0.61 mg GAE/g KA* 1.03 mg GAE/g KA*

2.81 mg/mL

Ghasemi vd. (2011)

Ceviz yesil kabugu (ortalama)
e 100 Methanol

49 mg GAE/ g 6zt 10.3 mg Kuersetin/g 6zt

0.19 mg/mL

Zoral Turgay, (2014)

Ceviz ve Antep fistigi kabugu
e 9%99.8 Metanol

6.64-15.15 mg GAE/g ozilt

Dogan vd. (2014)
Ceviz yesil kabugu ( en yiksek)
e %82 Metanol
Antep Fistik kabugu
e %82 Metanol
Badem kabugu( en yiiksek)
e %82 Metanol

73 mg GAE/g 6zt

32 mg GAE/g 6zt

18 mg GAE/g 6zt

0.72 mg/mL

1.51 mg/mL

16 mg/mL

1.76 mg/mL

3.80 mg/mL

16 mg/mL

Meng vd. (2020)

Fistikkabugu
. %80 Metanol

3.62 mg GAE/g 6zut 41 mg GAE/g 6ziit

Esposito vd. (2017)

Findikkabugu
. %100 Metanol

194 mg GAE/g 6zt

0,032 mg/mL

Rusu vd. (2018)

Ceviz septum( en yiiksek)
. %50 Aseton

67 mg GAE/g KA* 8.99 mg Kuersetin/g KA*

Rusu vd. (2019)
Findik
. %50 Aseton

377 mg GAE/g KA* 43.10 mg Kuersetin/g KA*
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6. SONUC VE ONERILER

1.Farkl1 ¢oziciiler kullanildig1 6ziitleme islemi yapilarak TPFMM, TFMM, DPPH ve
indirgeme potansiyeli ile diger antioksidan yoOntemler calisilarak birbirleriyle
mukayese edilebilir.

2.0zitlerin protein oksidasyonu uzerindeki etkileri ve oksidatif strese olusturulan
hiicresel ortamda karbohidrat ve nukleik asitlerde olusan hasar1 baskilama
kapasiteleri incelenebilir.

3.Oziitlerin katalaz, stiperoksitdismutaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan  enzimlerinin  aktiviteleri incelenerek antioksidan kapasitenin
degerlendirilmesinde daha ayrintili bir katki saglanabilir.

4. Oziitlerin fenolik bilesik icerikleri HPLC ile gerceklestirilerek aydinlatilabilir. Ayrica
mevcut calisma da daha verimli sonuglar elde etmek icin HPLC ile
gerceklestirilebilir.

5.Oziitlerin hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilarak saglikli ve kanser hiicrelerinin canlilik
aktiviteleri Gzerine etkileri arastirilabilir.

6. Deney hayvanlari iizerinde in vivo olarak ¢alisma gergeklestirilerek bulunan sonuglar

mevcut sonuclar ile karsilastirilarak daha saglikli sorgulanabilir.
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EKLER

Ek 1. Hidrojen peroksit konsantrasyon taramasi

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. Ortalama  SD

RBC 15 19 12 19 20 16 22 21 18 3
10 mM H,0; 135 133 147 142 125 96 93 98 121 22
20 mM H;0, 196 719 689 770 683 753 798 868 747 64
30 mM H;0, 854 866 842 898 720 920 879 920 862 64
40 mM H:0; 891 908 897 909 885 898 938 898 903 16
50 mM H;0, 849 854 937 860 850 833 907 833 865 37

Ek 2. Farkl1 6ziit konsantrasyonlarinin antioksidan etkileri

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. ORT. SD.

RBC 23 20 19 13 16 20 14 18 4
RBC+H:0: 798 735 735 868 868 943 770 824 79
5 mg/mL 146 135 167 135 145 144 157 145 12
2.5 mg/mL 190 210 225 192 210 204 198 205 12
1.25 mg/mL 354 344 324 337 375 332 339 344 17
0.625mg/mL 569 547 580 502 58 531 590 549 31
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